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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entziindlich-demyelinisierende Erkrankungen

1.1.1 Multiple Sklerose (MS)

1.1.1.1 Klinik

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronische, entziindlich-demyelinisierende
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS). In Deutschland geht man von einer
Priavalenz um die 149 pro 100.000 Einwohner aus (Hein und Hopfenmuller 2000).
Frauen sind heute im Schnitt etwas mehr als doppelt so héufig betroffen wie Ménner
(Alonso und Hernan 2008). Die Atiologie ist trotz intensiver Forschung noch nicht
abschlieBend gekléart. Es wird gegenwirtig von einem multifaktoriellen Geschehen
ausgegangen, dem ein autoimmun vermittelter Prozess im ZNS zugrunde liegt. Ferner
werden verschiedene Umweltfaktoren diskutiert, welche die Erkrankung begiinstigen
konnen. Eine familidre Haufung (Carton et al. 1997) und umfangreiche genetische
Studien (Beecham et al. 2013) deuten auf eine genetische Pridisposition hin, wobei
primir genetische immunologische Faktoren identifiziert wurden. Die Erstmanifestation
der Multiplen Sklerose findet meist in der zweiten bis vierten Lebensdekade statt, kann
aber selten auch im Kindes- und Jugendalter oder im hoheren Alter auftreten (Banwell

et al. 2007).

Typische pathologische Charakteristika sind multiple, 6rtlich und zeitlich disseminierte
entziindlich-demyelinisierende fokale Lésionen in der weiflen und grauen Substanz in
Gehirn und Riickenmark. Nach aktuellen Forschungsergebnissen treten zusétzlich zu
den Lasionen auch Verdnderungen in der normal erscheinenden grauen Substanz (grey
matter, GM) und der normal erscheinenden weillen Substanz (normal appearing white
matter, NAWM) auf, welche vermutlich zur klinischen Symptomatik beitragen (siehe
hierzu auch Kapitel 1.2). Die klinische Symptomatik hdngt von der Lage der Lésionen
im ZNS ab. Erste Symptome sind hiufig Sensibilititsausfille, Sehstorungen
(Optikusneuritis) und Koordinationsprobleme. Als Zeichen einer Kleinhirnschiddigung
konnen zudem Nystagmus, Intentionstremor und eine skandierte Sprache (Charcot-
Trias) auftreten. Im weiteren Verlauf kann eine gro3e Bandbreite von Symptomen wie
vegetative Storungen u.a. der Blasen- und Mastdarmregulation, verschiedenste

Schmerzsymptome bis hin zur Trigeminusneuralgie (Cruccu et al. 2009; Bischof und

1
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Sprenger 2014), Abgeschlagenheit (Fatigue) (Andreasen et al. 2010), kognitive
Beeintriachtigungen (Smestad et al. 2010) und psychopathologische Auffilligkeiten
(Jose 2008) vorliegen. Zudem treten motorische Beeintrdchtigungen und spastische
Paresen auf. Im fortgeschrittenen Stadium steht bis heute nicht selten eine
Gehbehinderung im Vordergrund. Ein schwerer Verlauf ist jedoch nicht zwingend

(Noseworthy et al. 2000).

Auch der Krankheitsverlauf ist nicht einheitlich. Die gebrduchlichste Einteilung der
Verlaufsformen ist bis heute die nach Lublin und Reingold (1996). Am Anfang der
Erkrankung steht hédufig eine schubformig remittierende (relapsing remitting MS,
RRMS) Verlaufsform (Lublin und Reingold 1996), welche bei 80% aller MS-Fille zu
finden ist (Noseworthy et al. 2000). Bei dieser Verlaufsform bildet sich die schubartig
aufgetretene Symptomatik typischerweise innerhalb von Wochen partiell oder
vollstindig wieder zuriick (Lublin und Reingold 1996; Noseworthy et al. 2000). Der
Grofiteil dieser Fille geht iiber die Jahre in eine sekundir chronisch progrediente
Verlaufsform iiber (secondary progressive MS, SPMS) (Lublin und Reingold 1996;
Noseworthy et al. 2000). Die Symptome nehmen dann schleichend zu und weisen keine
Riickbildungstendenz mehr auf, Schiibe konnen zusitzlich auftreten (Lublin und
Reingold 1996). Etwa 20% aller Erkrankungen (Noseworthy et al. 2000) duBlern sich als
primir progrediente MS (primary progressive MS, PPMS), wobei sich die Symptomatik
von Beginn an schleichend verschlechtert (Lublin und Reingold 1996; Noseworthy et
al. 2000).

1.1.1.2 Diagnose und Therapie

Die Diagnostik beruht auf einer ausfithrlichen Anamnese, einer klinischen
Untersuchung inklusive neurologischer Befunderhebung und der Bildgebung (sieche zur
Bildgebung auch Kapitel 1.2.1) von Hirn und Riickenmark. Hinzu kommen die
Ableitung evozierter Potentiale und die Liquordiagnostik mit Nachweis oligoklonaler

Banden (OKB). Ferner miissen Differentialdiagnosen ausgeschlossen werden.

Derzeit gelten die Diagnosekriterien nach McDonald, welche zuletzt 2010 von Polman
et al. aktualisiert wurden (McDonald et al. 2001; Polman et al. 2005; Polman et al.
2011). Hierbei steht der Nachweis einer raumlichen und zeitlichen Dissemination der
entziindlich-demyelinisierenden Lésionen mit Hilfe der Magnetresonanztomographie

(MRT, auch Kernspintomographie) im Vordergrund.
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Eine kausale Therapie der Multiplen Sklerose ist bis heute nicht moglich. Da der MS
ein immun-vermittelter Prozess zugrunde liegt, besteht das Therapiekonzept
hauptséchlich aus der Darreichung immunmodulierender und immunsuppressiver
Substanzen, die abhidngig vom Krankheitsverlauf zum Einsatz kommen. Prinzipiell wird
zwischen der Schubtherapie und der verlaufsmodifizierenden Langzeittherapie

unterschieden. Des Weiteren wird parallel eine symptomatische Therapie durchgefiihrt.

Akute Schiibe werden primdr mit hochdosierten Glukokortikoiden (Prednisolon i.v.)
behandelt. Schlagen diese nicht zufriedenstellend an, dann kann bei schweren Schiiben auf
die Plasmapherese zuriickgegriffen werden. Zur Langzeittherapie und Schubprophylaxe
werden hauptsdchlich immunmodulatorische Medikamente eingesetzt, wie B-Interferone
und Glatirameracetat. Stellt sich deren Wirkung als nicht zufriedenstellend heraus, kann
eine Therapieeskalation mit Fingolimod oder dem monoklonalen Antikérper
Natalizumab erfolgten. Fiir aggressivere Krankheitsverldufe konnen auch andere
monoklonale Antikoérper wie Rituximab oder Alemtuzumab zum Einsatz kommen. Des
Weiteren ist die Verwendung immunsupressiver Medikamente wie Azathioprin,
Cyclophosphamid und Mitoxantron in bestimmten Féllen moglich. Die verschiedenen
Verlaufsformen der MS sprechen unterschiedlich gut auf die einzelnen Therapeutika an.
Letztlich muss jeder Patient individuell in Einzelfallentscheidungen auf die fiir ihn

optimale Therapie eingestellt werden.

1.1.1.3 Pathologie

Pathologische Charakteristika der Multiplen Sklerose sind multifokale, entziindlich-
demyelinisierende Lésionen. Die klassischen Pridilektionsstellen der MS-Lasionen sind
die Nervi optici, die periventrikuldre und subkortikale weille Substanz (white matter,
WM) inklusive des Corpus callosum, der Hirnstamm, das Cerebellum und die spinale
WM (Stadelmann et al. 2011). Aktuellen Studien zufolge treten bei den meisten
Patienten auch Lisionen in der GM auf (Bo et al. 2003), wobei der Anteil der
demyelinisierten GM oft den Anteil der entmarkten WM in vielen ZNS-Regionen
tibersteigt (Gilmore et al. 2009). Die WM-Lisionen sind hiufig rund bis ovoid, kdnnen
im Krankheitsverlauf aber auch konfluieren und unregelmifBig begrenzte Lésionen
bilden, die weite Teile der WM betreffen konnen (Fazekas et al. 1999). Neben den
fokalen Lédsionen zeigt sich auch eine Hirnatrophie, die nach langjdhrigen

Krankheitsverldufen ausgeprigt sein kann (Kutzelnigg und Lassmann 2005).
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Histopathologisch sind die Lasionen durch ein entziindliches Infiltrat, den Verlust von
Myelin, einen relativen Erhalt von Axonen und eine Astrogliose gekennzeichnet
(Noseworthy et al. 2000; Briick 2005). Typischerweise sind auch axonale Schiden
(APP"- und SMI32"-Axone, sieche 2.3.1.4 und 2.3.1.5) nachweisbar (Trapp et al. 1998).
Je nach Lisionsstadium treten zudem mehr oder weniger dichte entziindliche
parenchymatdse und perivaskulédre Infiltrate aus Makrophagen, T- aber auch wenigen
B-Lymphozyten auf. Die genauere histologische Zusammensetzung einer Ldsion ist
abhingig von ihrem Alter bzw. dem Stadium der demyelinisierenden Aktivitit

innerhalb der Lision.

In frith aktiven Lésionen ist das Entziindungsinfiltrat sehr ausgeprdgt, wodurch die
Lasion hyperzelluldr erscheint. Die meisten infiltrierenden Zellen sind aktivierte,
phagozytierende Makrophagen, welche massiv Myelinbestandteile beinhalten. Weitere
Zellen des Infiltrates sind T-Lymphozyten. Diese Ldsionen erscheinen aufgrund des
aktiven Myelinabbaus hiufig etwas unschérfer begrenzt. Mit der Zeit nimmt die Dichte
der entziindlichen Zellen in den Lésionen ab. Chronisch aktive Lédsionen weisen einen
inaktiven hypozelluldiren Kern und einen umgebenden aktiven hyperzelluldren
Randsaum auf. In diesem Saum schreitet die Demyelinisierung weiterhin fort.
Chronische inaktive Lasionen sind schlieBlich weitgehend demyelinisiert und
hypozelluldr. Sie weisen nur wenige Entziindungszellen ohne aktive Demyelinisierung

auf. Dafiir findet sich eine ausgeprigte fibrilldre Astrogliose.

Mit dem Lisionsalter geht typischerweise auch eine Reduktion der Oligodendrozyten-
dichte einher - bis hin zu einem fast vollstdndigen Verlust in chronischen Lésionen
(Ozawa et al. 1994). Auch das Ausmal} des akuten axonalen Schadens variiert je nach
Alter der Léasion, abhéngig von der bestehenden Entziindungsreaktion, dabei ist sie in
aktiven Lésionen besonders ausgeprigt (Ferguson et al. 1997; Trapp et al. 1998; Kornek
et al. 2000; Kuhlmann et al. 2002).

Dariiber hinaus kann in etwa 40% der chronischen Lésionen eine Regeneration der
Mpyelinscheiden (Remyelinisierung) in unterschiedlichem Ausmal} beobachtet werden
(Barkhof et al. 2003). Solche partiell bis komplett remyelinisierten Lésionen werden
auch shadow plaques genannt. Die neu gebildeten Myelinscheiden sind vergleichsweise
diinner als das vorbestehende Myelin, wodurch die Myelinfarbung relativ gesehen in

den remyelinisierten Arealen schwicher ausfillt.
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1.1.2 Neuromyelitis optica (NMO)

1.1.2.1 Klinik

Die Neuromyelitis optica (NMO, auch Devic-Syndrom) ist eine seltene, chronisch
entziindlich-demyelinisierende ~ Erkrankung des ZNS. Klassische klinische
Charakteristika sind eine schwere transversale Myelitis, welche sich iiber mindestens
drei Riickenmarksegmente erstreckt, und eine uni- oder bilaterale Optikusneuritis.
Kiirzliche Untersuchungen haben zudem ergeben, dass im Gegensatz zu bisherigen
Annahmen bei 60-70% der Patienten auch Hirnldsionen auftreten (Pittock et al. 2006a;

Kim et al. 2012).

Die Datenlage zur Prdvalenz und Inzidenz ist sparlich. Die Privalenz wird fiir die
westlichen Lander auf etwa 1 bis 4.4/100.000 Menschen geschitzt (Trebst et al. 2014).
Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bet NMO etwa um das 40. Lebensjahr,
also etwa zehn Jahre spéter als bei MS. Die Erstmanifestation kann jedoch auch bei
jiingeren oder &lteren Personen auftreten (Wingerchuk et al. 2007). Zudem sind Frauen
nicht nur doppelt so hdufig betroffen wie bei MS, sondern etwa neun Mal so oft wie
Minner (Wingerchuk et al. 2007). Im Gegensatz zur MS ist bei der NMO seit kurzem

die die immunologische Zielstruktur bekannt.

Lange Zeit wurde die NMO als eine Variante der Multiplen Sklerose angesehen. Doch
seit der Entdeckung eines NMO-spezifischen Antikorpers, welcher als ,,NMO-1gG*
bezeichnet wird, wird die NMO als eigenstidndige, autoimmun vermittelte Erkrankung
eingeordnet. Dieses NMO-IgG ist mit den derzeit verfligbaren Nachweisverfahren bei
60-90% der NMO-Patienten im Serum nachweisbar, nicht jedoch bei Patienten mit MS
oder gesunden Testpersonen (Lennon et al. 2005; Jarius et al. 2008). Es richtet sich
direkt gegen Aquaporin 4 (AQP4), den hiufigsten Wasserkanal im ZNS (Amiry-
Moghaddam und Ottersen 2003; Lennon et al. 2005). Die hochste Konzentration an
AQP4 ist in den peripialen und perivaskuldren astrozytdren EndfiiBchen zu finden, tritt
aber auch in der Ependymzellmembranen gehduft auf (Roemer et al. 2007). Das NMO-
IgG ist fir die NMO hoch spezifisch (91-100%) (Lennon et al. 2004; Jarius und
Wildemann 2010). Die Antikdrper konnen jedoch neben der klassischen NMO teilweise
auch bei den sogenannten ,NMO-Spektrum-Erkrankungen™ (neuromyelitis optica
spectrum disorder, NMOsd) nachgewiesen werden (Aktas und Hartung 2009). Zu
diesen gehdren unter anderem die isolierte longitudinale extensive transverse Myelitis

(LETM) und die monophasische oder rezidivierende isolierte Optikusneuritis (ON)
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(Wingerchuk et al. 2007; Freitas und Guimardes 2015). Lennon et al. wiesen bereits
2004 bei rund 52% der Patienten mit LETM und bei immerhin 25% mit ON das NMO-
IgG nach. Bei der klassischen NMO-Féllen waren 73% positiv (Lennon et al. 2004).
Mit dem Nachweis des NMO-IgG-Antikorpers im Serum von Patienten mit LETM oder
ON, erhoht sich das Risiko eines Rezidivs bis hin zur Ausbildung einer klassischen

NMO (Weinshenker et al. 2006; Jarius et al. 2010).

Die NMO verlduft in 80-90% der Félle schubformig und nur viel seltener (10-20%)
monophasisch (Wingerchuk et al. 2007). Leitsymptome sind die longitudinale extensive
transverse Myelitis (> 3 Wirbelkorpersegmente) und schwerwiegende, rezidivierende,
zum Teil auch beidseitige Optikusneuritiden mit oftmals persistierender
Visusminderung bis hin zur Erblindung. Spontane Remissionen sind selten und meist
unvollstindig. Die klinische Manifestation der Myelitis verlduft meist akut bis subakut
und kann von einer milden Auspridgung bis hin zum kompletten Querschnittsyndrom
mit Para- oder Tetraparese reichen. Daneben sind unter anderem Sensibilitétsstorungen
unterhalb der Lasion, und Blasenstorungen charakteristisch (Wingerchuk et al. 1999).
Zudem konnen eine Schwiche der Extremititen, wiederkehrende schmerzhafte tonische
Spasmen und radikuldre Riickenschmerzen auftreten (Wingerchuk et al. 1999). Bei
Beteiligung des Hirnstamms konnen Nausea, Vomitus und ein andauernder Singultus
auftreten (Misu et al. 2005; Takahashi et al. 2008; Riphagen et al. 2010; Kim et al.
2012). Ferner ist auch das Eintreten einer respiratorischen Ateminsuffizienz mit
Todesfolge moglich (Wingerchuk et al. 1999). Wingerchuck et al. berichten zudem von
weiteren Non-optic-spinal-Symptomen, wie z.B. Vertigo, Nystagmus, Ptosis, Ataxie,
Gesichtstaubheit, Horverlust und Trigeminusneuralgie (Wingerchuk et al. 2006; Kim et
al. 2012). Viele dieser Symptome konnten mit zerebralen, zerebellaren oder Hirnstamm-
Verdnderungen in der MRT in Zusammenhang gebracht werden (Wingerchuk et al.
20006; Pittock et al. 2006a). Die Leitsymptome treten selten gleichzeitig, meist aber
zeitlich versetzt auf. Zwischen dem Auftreten beider Leitsymptome konnen Jahre bis

Jahrzehnte verstreichen (O'Riordan et al. 1996; Wingerchuk et al. 1999).

Des Weiteren sind die NMO und die NMOsd hdufiger als die MS mit anderen
Autoimmunerkrankungen, wie z.B. Lupus erythematodes oder Sjogren-Syndrom,

assoziiert (Pittock et al. 2008; Jarius et al. 2011; Freitas und Guimaraes 2015).
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Tabelle 1: Charakteristika der Multiplen Sklerose und der Neuromyelitis optica im Vergleich
(Modifiziert nach Wingerchuk et al. (2007) ,, The spectrum of Neuromyelitis optica”)

Multiple Sklerose Neuromyelitis optica
Klin. Manifestation 80% schubférmig RRMS 80-90% schubférmig
und Verlauf 20% primar progredient PPMS" 10-20% monophasisch
Durchschnittliches 29 Jahre 39 Jahre
Erkrankungsalter
Q:4 2:1 9:1
0. p. B., unspezifische WM-Lasionen,
Kraniale MRT vor allem periventrikuldre 10% mit MS-typischen WM-Lisionen” und/oder
Lasionen der WM NMO-typische Lasionen in Hypothalamus,
Corpus callosum, periventrikular, Hirnstamm®
. kurzstreckige laterale oder langstreckige (=3 Segmente) zentrale Lasionen,
Spinale MRT . . . S 4
exzentrisch gelegene Lasionen oft mit Schwellung, teilweise Kavitation
milde Pleozytose zeitweilig prominente Pleozytose
. . . (Leukozytenzahl < 50/ul) (Leukozytenzahl haufig > 50/ul)
Liquordiagnostik mononukleare Zellen Granulozyten und Monozyten
OKB in ca. 85% OKB ca. 10-25%”
Labor kein spezifischer Marker Nachweis von NMO-IgG im Serum

Q : & = Verhéltnis Anzahl Frauen zu Minnern; o. p. B.: ohne pathologischen Befund; OKB: oligoklonale
Banden; l)(Noseworthy et al. 2000); 2)(Pittock et al. 2006a); 3 (Pittock et al. 2006b; Roemer et al. 2007;
Misu et al. 2007); 4)(Mandler et al. 1993); 5) (Jurynczyk et al. 2015)

1.1.2.2 Diagnostik und Therapie

Die Diagnostik der Neuromyelitis optica umfasst die Anamnese, eine korperliche
Untersuchung und die Durchfiihrung einer Basislaboranalyse mit eventueller erweiterter
Labordiagnostik. Zudem wird wie auch bei MS eine Liquoruntersuchung durchgefiihrt.
Im Gegensatz zur MS, wo die oligoklonalen Banden bei ca. 85% der Fille nachweisbar
sind, werden sie bei NMO jedoch in lediglich 10-25% der Fille — teils auch nur
voriibergehend im akuten Schub — nachweisbar (Jurynczyk et al. 2015). Ein weiterer
Grundpfeiler der Diagnostik ist die Anwendung bildgebender Verfahren mit einer
spinalen und zerebralen MRT-Untersuchung. Hinzu kommt bei Verdacht auf NMO die
Bestimmung des NMO-IgGs im Serum. Ein fehlender Antikorpernachweis schlief3t eine

NMO jedoch nicht aus.

Zur sicheren Diagnose der NMO miissen nach Wingerchuk et al. mehrere Kriterien
erfiillt sein (Wingerchuk et al. 2006). Obligat ist das Auftreten beider Leitsymptome,
also der uni- oder bilateralen Optikusneuritis und der Myelitis. Zusétzlich miissen zwei
der drei folgenden Nebenkriterien erfiillt sein: erstens eine zusammenhingende,

longitudinale extensive spinale MRT-Lédsion (> 3 Wirbelkorpersegmente), zweitens eine
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kraniale MRT ohne Nachweis der MS-typischer Lésionen und drittens der Befund von
NMO-IgG-Antikorpern im Serum.

Wie die Multiple Sklerose ist auch die Neuromyelitis optica nicht heilbar. Die aktuellen
Therapieempfehlungen beruhen derzeit noch auf kleinen Fallserien und der klinischen
Erfahrung spezialisierter Zentren. Zur Behandlung der Schiibe sind hochdosierte
Glukokortikoide (Prednisolon i.v.) Mittel der Wahl. Fiihrt diese Behandlung nicht zu
einer raschen Besserung der neurologischen Symptomatik, dann wird entweder eine
Plasmapherese durchgefiihrt oder eine erneute Glukokortikoidgabe erwogen (Trebst et
al. 2014). Ist die NMO sicher diagnostiziert, so ist das Ziel der weiteren Behandlung die
langfristige, immunmodulatorische bzw. immunsuppressive Therapie. Als Mittel der
ersten Wahl wird Azathioprin angesehen. Es wird bis zu seinem Wirkungseintritt (nach
bis zu 3-6 Monaten) zunéchst in Kombination mit Prednisolon verabreicht (Trebst et al.
2014). Alternativ kann Rituximab als Medikament der ersten Wahl zur Depletion der B-
Zellen eingesetzt werden. Neben Azathioprin und Rituximab stehen noch weitere
Immunsuppressiva zur Verfligung (Trebst et al. 2014). Neben der Langzeittherapie

erfolgt zudem eine symptomatische Behandlung.

1.1.2.3 Pathologie

Typische histopathologische Charakteristika sind entziindliche-demyelinisierende
Lisionen, verbunden mit axonaler Schidigung und einem — zumindest zeitweisen -
kompletten Verlust von AQP4 (Misu et al. 2007; Roemer et al. 2007). Die
Pradilektionsstellen sind die Nervi optici und das Riickenmark. Im Riickenmark ist
meist sowohl die weille, als auch die graue Substanz involviert (Mandler et al. 1993).
Dartiiber hinaus konnen zerebrale Lésionen auftreten, die in der Bildgebung bei etwa 60-
70% der NMO-Patienten nachweisbar sind (Pittock et al. 2006a; Kim et al. 2012).
Typische Hirnldsionen sind in Bereichen mit einer hohen AQP4-Konzentration
lokalisiert, wie den periventrikuldren Arealen und dem Hypothalamus (Pittock et al.
2006b). Die hochste Konzentration von AQP4 findet sich im Hirnstamm, im
Riickenmark und den Nervi optici (Misu et al. 2007; Roemer et al. 2007), was mit der
typischen Lage der NMO-Lésionen korreliert. Kortikale Lisionen scheinen bei NMO

nicht vorzukommen (Popescu et al. 2010).

NMO-Lasionen sind haufig deutlich destruktiver als MS-Lésionen und gehen mit einem
extensiven axonalen Schaden einher, zum Teil begleitet von Kavitation des Gewebes

(Mandler et al. 1993; Wingerchuk et al. 2007). Die Blutgefdfe innerhalb der Lisionen
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erscheinen oft stark verdickt und hyalinisiert (Mandler et al. 1993). Das Ausmal} der
entzlindlichen Komponente hingt bei NMO-Lésionen ebenfalls vom Alter der Lésion

ab.

Friihe Ldsionen weisen eine ausgepriagte humorale Immunantwort mit perivaskuldrer
Ansammlung von Immunglobulinen (IgG, IgM) und aktivierten Komplement-
komponenten auf (Lucchinetti et al. 2002). Die Entziindungsinfiltrate in frithen
Liasionensstadien bestehen hauptsdachlich aus Makrophagen, neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten und nur wenigen T-Lymphozyten (Lucchinetti et al. 2002).
Frithe entziindliche NMO-Lésionen weisen als frithste Verdnderungen Komplement-
ablagerungen auf der Astrozytenoberfliche auf, begleitet von einwandernden
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, aber auch von astrozytidrem Zelltod (Misu
et al. 2013). Diese Lésionen weisen typischerweise einen Verlust von perivaskuldren
Astrozyten auf. Sie konnten zudem apoptotische Oligodendrozyten in diesen frithen
Lésionsstadien nachweisen. Myelin und Axone scheinen jedoch in diesem Stadium
noch intakt zu sein (Misu et al. 2013). Diese Beobachtung innerhalb frither aktiver
Lésionen stimmen mit Daten aus tierexperimentellen NMO-Modellen iiberein (Bradl et

al. 2009; Saadoun et al. 2010; Wrzos et al. 2014).

Fasst man zusammen, so sind aktive NMO-Lidsionen durch diffuse Schwellung,
infiltrierende Makrophagen, eine ausgepragte Entziindung (s.0.) mit Komplementakti-
vierung, astrozytire Schidigung bis hin zum Zelltod, AQP4-Verlust und apoptotische
Oligodendrozyten gekennzeichnet. Dariiber hinaus treten je nach Lésionsstadium
Demyelinisierung, axonale Sphéroidbildung und Axonverluste bis hin zu zystischen
Gewebeverdnderungen auf (Lucchinetti et al. 2002). Chronische Lésionen weisen
zudem Gliose, zystische Degeneration und Atrophie auf (Lucchinetti et al. 2002).
Inaktive Lasionen zeigen weniger Entziindung. Dafiir treten nun die bereits erwéhnten

verdickten Gefale verstirkt auf.
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1.1.3 Experimentell autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)

Viele Erkenntnisse liber die Multiple Sklerose wurden mit Hilfe von Tiermodellen
gewonnen. Die drei wichtigsten Tiermodelle der MS sind die experimentelle
autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), die Infektion mit dem Theiler-Virus sowie das
Cuprizon-Modell (Denic et al. 2011). Die EAE ist das am hiufigsten verwendete
Tiermodell fiir die MS. Dabei handelt es sich um eine durch Myelinantigene induzierte,
T-Lymphozyten vermittelte entziindlich-demyelinisierende Autoimmunerkrankung des

ZNS.

Es gibt viele verschiedene Formen der EAE, die abhingig von der eingesetzten Tierart
bzw. dem genetischen Hintergrund des Tierstammes, dem verwendeten Immunogen
sowie der Induktionsweise verschiedene spezifische Charakteristika der Erkrankung
wiedergeben und unterschiedliche Verlaufsformen der MS nachahmen kénnen. Keines
der Tiermodelle spiegelt jedoch die gesamte Heterogenitdt der Multiplen Sklerose

wider.

1.1.3.1 Induktion und Klinik

Die EAE kann auf verschiedene Weisen induziert werden. Einerseits aktiv, durch die
Immunisierung mit Antigenen, wie beispielsweise dem Myelin-basischen Protein
(MBP), dem Proteolipid-Protein (PLP) oder dem Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoprotein (MOG). Andererseits passiv, durch den adoptiven Transfer von
autoreaktiven T-Lymhozyten, die gegen Myelinbestandteile gerichtet sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde die EAE am Mausstamm C57BL/6J durch die aktive
Immunisierung mit dem enzephalitogenen Myelin-Peptid MOGs;s.ss (Aminosduren 35-
55) induziert. Dieses 10st eine Autoimmunreaktion im Riickenmark aus, so dass sich
eine der MS d&hnlichen spinalen Lédsionen und Symptomen kommt. Bei dieser
Tierstamm-Antigen-Kombination kommt es zur spinal demyelinisierten Lésionen, die
durch T-Lymphozyten und Makrophagen vermittelt werden (Mendel et al. 1995).
Klinisch tritt meist eine aufsteigende, schlaffe Paralyse des Schwanzes und der
Hinterldufe auf (Mendel et al. 1995), welche jedoch auch bis hin zu den Vorderldufen

reichen kann.
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1.1.3.2 Pathologie

Histopathologisch ist die MOG35-55-induzierte EAE in C57BL/6-Méusen durch eine
perivaskuldre Makrophagen- und T-Lymphozytenreiche Entziindung, Demyelinisierung
sowie Axonverlust gekennzeichnet (Mendel et al. 1995; Gold et al. 2006; Jones et al.
2008). Im Unterschied zur MS finden sich die Lasionen nur in der spinalen WM (Jones
et al. 2008). Des Weiteren konnten akute und chronische axonale Schiden (APP'- und
SMI32"-Axone, siehe 2.3.1.4 und 2.3.1.5) (Herrero-Herranz et al. 2008), Astrogliose
und Oligodendrozytenverluste innerhalb der Lé&sionen nachgewiesen werden
(Bannerman et al. 2007). Jones et al. beobachteten zudem ein unterschiedliches Ausmaf3

an Mikrogliaaktivierung, abhéngig vom Zeitverlauf der EAE (Jones et al. 2008).

Durch die Ahnlichkeit der histopathologischen Charakteristika zur MS koénnen
Untersuchungen zu einem besseren Verstindnis der friihen Pathogenese der MS

beitragen.
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1.2 Normal erscheinende weifle Substanz (NAWM)

1.2.1 Verinderungen der NAWM bei MS

Die NAWM wurde laut Filippi und Kollegen zum ersten Mal im Jahre 1979 von Allen
und McKeown als makroskopisch normale weille Substanz bei MS definiert, welche
mikroskopisch normal myelinisiert erscheint (Allen und McKeown 1979; Filippi et al.
2012). Fiir ihre histologischen Untersuchungen verwendeten sie WM, die sie moglichst
weit vom Lésionsrand entnahmen (Allen und McKeown 1979). Spiter wurde die
urspriingliche Definition der NAWM um einen Mindestabstand zum Lisionsrand
erginzt. Die meisten histopathologischen Studien definieren die NAWM als WM,
welche mindestens 10 mm von fokalen demyelinisierenden Lésionsrdndern entfernt
liegt (Kutzelnigg et al. 2005; Hoftberger et al. 2010; Howell et al. 2010; Filippi et al.
2012; Markoullis et al. 2012).

Je nach Studie wurde zudem darauf geachtet, dass keine Nervenfaserbahnen aus WM-
Lisionsflaichen (WML) in die NAWM einstrahlten (Kutzelnigg et al. 2005; Howell et
al. 2010) und zudem auch geniigend Abstand nicht nur zu Lisionen, sondern auch zur
weillen Substanz direkt um die Lésion herum (periplaque white matter, PPWM)
eingehalten wurde (Hoftberger et al. 2010). Hoftberger et al. definierten die PPWM als

einen etwa 10 mm breiten Gewebestreifen um den Lisionsrand herum.

In der Radiologie werden andere Kriterien zur Definition der NAWM hinzugezogen.
Zur Diagnostik und Verlaufskontrolle der Multiplen Sklerose hat sich die
Magnetresonanztomographie bewahrt, da diese Technik einen hohen Weichteilkontrast
aufweist und ohne ionisierende Strahlung auskommt. Zudem zeichnet sie sich durch
eine sehr hohe Sensitivitit aus. Daher wird die NAWM in der Bildgebung im
Allgemeinen auch iiber die konventionelle MRT definiert. Hier wird die NAWM als der
Bereich der WM bezeichnet, welcher in der T2-Wichtung normal erscheint (Seewann et
al. 2009; Moll et al. 2011). Die sogenannte T2-gewichtete Bildgebung stellt
Fliissigkeiten und Entziindungen hyperintens (hell) dar, auch die MS-Lasionen
imponieren hell aus dem umliegenden Gewebe hervor. Problematisch ist jedoch die
geringe Spezifitit, da die Signale von MS-Lisionen in der MRT nicht charakteristisch
sind. Viele der in der MRT sichtbaren Verdnderungen der WM &hneln Signalen, welche
durch andere Erkrankungen (Trip und Miller 2005; Filippi et al. 2012) oder
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physiologische Altersverdnderungen verursacht werden konnen (Trip und Miller 2005).
Auch lassen sich von MS-typischen Signalverdnderungen in der MRT keine weiteren

fundierten Riickschliisse auf die histopathologischen Verdnderungen ziehen.

Des Weiteren kann es teilweise Unterschiede zwischen Volumen und Lage der
Lasionen, die sich in der konventionellen MRT darstellen lassen, und den
neurologischen Defiziten bei MS-Patienten geben. Dieses Phinomen wird das klinisch-
radiologische Paradoxon (clinicoradiologic dissociation) genannt (Seewann et al.
2009). So weill man heute, dass es neben den in der konventionellen MRT sichtbaren
Lésionen, auch nicht sichtbare Verdnderungen in der NAWM gibt, welche u. a. zur

klinischen Manifestation beitragen konnen.

Die NAWM wird radiologisch als der Bereich definiert, der in der konventionellen T2-
gewichteten MRT als unauffillig/normal erscheint. Histologisch korrelieren diese
Bereiche in der Regel mit unauffilligen LFB/PAS-Féarbungen und somit mit einer meist

weitgehend regelrechten Myelindichte.

1.2.1.1 Pathologie
Obwohl bereits friih histopathologische Verdnderungen in der NAWM beschrieben
worden sind (Allen und McKeown 1979), dauerte es noch etliche Jahre, bis sie

Beachtung fanden.

Bisherige histologische Untersuchungen der makroskopisch normal erscheinenden
weillen Substanz bei MS haben gezeigt, dass zwar die Myelindichte normal ist, diese
Areale jedoch Verdnderungen im Vergleich zu gesunden Kontrollen aufweisen. Die
pathologischen Charakteristika sind vielfdltig. Es tritt eine diffuse axonalen Pathologie
auf, welche durch das Vorliegen nicht-phosphorylierter Axone in der NAWM (SMI32"-
Axone, sieche 2.3.1.5) gekennzeichnet ist (Trapp et al. 1998). Des Weiteren sind akute
axonale Schiden mit Nachweis axonaler Sphéroide (APP'-Axone, siehe 2.3.1.4) typisch
(Bitsch et al. 2000; Kornek et al. 2000). AuBerdem wird von axonalen Verlusten in der
NAWM von Hirn (Evangelou et al. 2000a) und Riickenmark (Ganter et al. 1999; Lovas
et al. 2000; DeLuca et al. 2004) berichtet, welche sich je nach untersuchter Region und
Methode in ihrer Ausprigung unterscheiden konnen. Diese diffusen Verdnderungen
werden zum Teil auf durchtrennte Axone in entfernten fokalen Lésionen zuriickgefiihrt,

worauthin eine Wallersche Degeneration der distalen Axone erfolgt (Lovas et al. 2000;
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Evangelou et al. 2000b; Bjartmar und Trapp 2001; Kutzelnigg et al. 2005; Dziedzic et
al. 2010).

Daneben wird eine diffuse Entziindungsreaktion beobachtet. Perivaskuldr wurde eine
gering ausgepragte Manschettenbildung mit mononukledren Leukozyten beschrieben
(Hauser et al. 1986; Kutzelnigg et al. 2005). Einzelne T-Lymphozyten infiltrieren auch
in das Parenchym (Hauser et al. 1986; Kutzelnigg et al. 2005; Androdias et al. 2010).
Dartiber hinaus tritt eine erhdhte Mikrogliaaktivierung auf (Kutzelnigg et al. 2005;
Androdias et al. 2010; Howell et al. 2010).

Eine Studie zeigte zudem eine erhohte Oligodendrozytendichte in der NAWM
verglichen mit gesunden Kontrollen (Hoftberger et al. 2010). Auch reaktive Astrozyten
(Astrogliose) treten auf (Allen und McKeown 1979; Ludwin 2006).

1.3 Verianderungen in der weillen Substanz bei gesunden
Probanden

Auch bei Gesunden treten im Rahmen des physiologischen Alterns neuropathologische
Verdnderungen in der WM bis hin zu ldsionsartigen Befunden auf. Diese diirfen nicht
mit den Lé&sionen bei Multipler Sklerose verwechselt werden. Generell wird bei
alterspathologischen Verdnderungen zwischen den periventrikuliren und den
subkortikalen/tiefen Verdnderungen der WM unterschieden (Schmidt et al. 2011). Die
subkortikalen Lésionen erweisen sich histopathologisch meist als erweiterte
perivaskuldre Rdume mit einem unterschiedlichen Ausmall an Myelinverlust und
Atrophie des Neuropils um fibrohyalinisierte Arterien bis hin zu ischdmischen
Gewebeschdden mit ausgeprigten perivaskuldren Myelin- und Axonverlusten und
variabler ausgeprégter Astro- und Mikrogliose auf (Simpson et al. 2007; Schmidt et al.
2011).

Diese Erkenntnisse legen nahe, das altersbedingte kleine Gefaflerkrankungen im Sinne
arteriosklerotischer Prozesse zu den diffusen Verdnderungen der weilen Substanz im
Rahmen des Alterungsprozesses beitragen (Schmidt et al. 2011). In der Folge konnte es
dann teilweise auch zur Wallerschen Degeneration kommen. Diese Vorgidnge sind

bisher jedoch noch nicht vollstindig erforscht (Schmidt et al. 2011).
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1.4 Verinderungen in der NAWM bei NMO und EAE

Bis heute liegen keine histopathologischen Studien zu Verdnderungen in der NAWM
bei NMO vor. Es gibt jedoch einige wenige bildgebende Studien, welche
Verdnderungen der NAWM mit Hilfe quantitativer MRT-Verfahren untersucht haben.
Die daraus gewonnenen Erkenntnisse unterscheiden sich allerdings. Ein Teil solcher
Studien berichten von Verdnderungen innerhalb von Bahnen, die mit dem Riickenmark
oder der Nervi Optici in Verbindung stehen, wie der Pyramidenbahn (Tractus
corticospinalis) und der Radiatio optica, nicht jedoch auBlerhalb dieser Bereiche.
Aufgrund ihrer Ergebnisse schlieBen sie auf einen sekunddren Schaden durch
Wallersche Degeneration und gehen davon aus, dass es im Gegensatz zur MS keine
priméren, diffusen Verdnderungen abseits der Lisionen gibt (Yu et al. 2006; Yu et al.
2008; Jeantroux et al. 2012). Rueda Lopes et al. konnten hingegen zeigen, dass neben
der Pyramidenbahn und der Radiatio optica auch u. a. Verdnderungen innerhalb des
Corpus Callosum auftreten (Rueda Lopes et al. 2012). Zwei andere magnet-
resonanzspektroskopische Studien haben NAWM bei NMO untersucht und konnten
keinen Verlust von N-Acetyl-Aspartat und damit keine axonalen Verdnderungen
nachweisen, welche hingegen typischerweise in der NAWM von MS-Patienten
nachweisbar sind (Bichuetti et al. 2008; Aboul-Enein et al. 2010). Histologische
Untersuchungen zu Veridnderungen in der NAWM bei NMO stehen bislang noch aus.

Bislang liegen nur zwei Studien zu Verdnderungen der NAWM von C57BL/6-Méusen
mit chronischer, MOG-induzierter EAE vor. Eine dieser Studien berichtet von einer
signifikanten Reduktion der axonalen Dichte trotz sinkender Entziindungsinfiltration im
Krankheitsverlauf, dem Auftreten einzelner akut geschidigter APP"-Axone und einer
Erh6hung nicht-phosphorylierter Axone (SMI32"-Axone) in der spinalen NAWM von
C57BL/6-Mausen mit MOGss_ss-induzierter chronischer EAE (Herrero-Herranz et al.
2008). Aktivierte Mikroglia ist in diesem EAE-Modell ebenfalls zu finden (Herrero-
Herranz et al. 2008; Howell et al. 2010).
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1.5 Fragestellung /Ziel der Arbeit

Sowohl die Multiple Sklerose (MS) als auch die Neuromyelitis optica (NMO) zeigen
entzlindlich-demyelinisierende Lidsionen im Riickenmark, Hirn und Sehnerv. Im
Gegensatz zu einer relativen klinischen Stabilitdt zwischen den Schiiben bei NMO,
kommt es bei Patienten mit MS typischerweise zur schleichenden Akkumulation von
Behinderungen unabhdngig von Schiiben wihrend der progressiven Phase der
Erkrankung. Es wird angenommen, dass pathologische Veridnderungen in der normal
erscheinenden weillen Substanz (normal-appearing white matter (NAWM)) zu dieser

klinischen Progression bei der MS beitragen.

Das Ziel dieser medizinischen Doktorarbeit ist, entziindliche, gliale und axonale
Verianderungen in der NAWM bei MS- und NMO-Fillen zu untersuchen. Dabei soll
gepriift werden, ob sich die Verdnderungen in der NAWM beider Erkrankungen
unterscheiden und entsprechend zum unterschiedlichen Krankheitsverlauf beitragen.
Hierzu sollen zerebrale und spinale Areale der NAWM anhand von autoptischen
Gewebeproben von Patienten mit progressiver MS und langjdahriger NMO untersucht
und mit altersentsprechenden Kontrollen ohne neurologische Erkrankungen verglichen
werden. Zur Identifizierung der NAWM sollen LFB/PAS-Féarbungen und Aquaporin-4
(AQP-4)-Immunfiarbungen verwendet werden. Die Quantifizierung von T-
Lymphozyten, Gliazellen und akut geschddigter Axone mit immunpositiver Reaktion
auf das Amyloid-Vorldufer-Protein (amyloid precursor protein (APP)) wird mit Hilfe
immunhistochemischer Verfahren erfolgen. Die axonale Dichte wird in Bielschowsky-

Silber-Féarbungen bestimmt.

Des Weiteren sollen auch Verdnderungen in der spinalen NAWM an Méusen mit
experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis (EAE), dem am héufigsten

verwendeten Mausmodell der MS, untersucht werden.

Mit den hieraus gewonnenen Erkenntnissen soll die bisher diirftige vergleichende
Datenlage zu pathologischen Verdnderungen in der NAWM beider humaner
entzlindlich  demyelinisierender  Erkrankungen verbessert werden wund so
moglicherweise zu einem besseren Verstdndnis der komplexen Krankheitsbilder
beitragen. Zudem kann die Studie Hinweise liefern, ob das Mausmodell auch fiir
Auswertungen zu Verdanderungen in der NAWM und mogliche kiinftige therapeutische

Untersuchungen geeignet ist.
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2 Material und Methoden

Verwendete Substanzen, Losungen, Gerdte und relevante Verbrauchsmaterialien sind

dem Anhang beigefiigt (Tabellen 9, 10 und 11).

2.1 Histologisches Material

2.1.1 Humane Autopsiefille

In der vorliegenden Arbeit wurde Autopsiegewebe von 24 Patienten mit MS, flnf
Patienten mit NMO und 13 gesunden altersentsprechende Kontrollen untersucht. Bei
dem Autopsiegewebe handelte es sich um in Paraffin eingebettetes Gewebe, das zuvor
in Formalin fixiert worden war. Simtliche Gewebeproben stammten aus dem Archiv
des Instituts fiir Neuropathologie der Universititsmedizin Gottingen (UMG). Vor
Beginn der Studie lag von der Ethikkommission die positive Beurteilung dieses

Forschungsvorhabens vor.

Die Hirngewebeproben stammten aus dem Frontal- und Parietallappen. Dabei handelte
es sich um NAWM aus der subkortikalen weilen Substanz. Bei den NMO-Fillen
wurden zusdtzlich temporale Gewebeproben untersucht. Das spinale histologische
Material stammte aus dem zervikalen, thorakalen und lumbalen Riickenmark (siche

Tabelle 3).

Anhand der Befunde wurde eine Vorauswahl geeigneter Fille getroffen. AnschlieBend
wurden addquate Gewebeblocke mit Nachweis von NAWM (siche Kapitel 2.3.1.1
»2Auswahl der NAWM anhand histologischer Fiarbungen®) fiir die Untersuchungen
auswihlt. Von den 13 gesunden, altersentsprechenden Kontrollen wurden insgesamt 18
Blocke Riickenmark und 22 Blocke aus dem Frontal- oder Parietallappen untersucht.
Von den 24 Fillen mit Multipler Sklerose wurden insgesamt 16 Blocke Riickenmark
und 20 Blocke aus dem Frontal- oder Parietallappen analysiert. Zudem wurden von fiinf
Féllen mit einer diagnostizierten Neuromyelitis optica insgesamt sechs Blocke
Riickenmark und sechs Blocke aus dem Frontal-/Parietal- und Temporallappen
untersucht. Die vorliegende Studie beruhte somit auf der Auswertung von 88 humanen
Gewebeproben von insgesamt 42 Individuen (vergl. Ubersicht Tabelle 2; siche fiir eine

detaillierte Auflistung auch Tabelle 3). Samtliche Paraffingewebeblocke sind nach

17



Material und Methoden

einem etablierten Standardprotokoll des Instituts mit einem vollautomatisierten

Einbettautomaten eingebettet worden.

Tabelle 2: Ubersicht iiber das verwendete humane histologische Material

Hirn, subkortikal  Alter zum Zeitpunkt Geschlecht

Diagnose Fallzahl Anzahl Blocke spinal .

4 P (Region) des Todes* (2, 38)
Kontrollen 13 40 Blocke 18 22 (F/P) 62,62 +12,10 (42-81) 4%, 9J
Ms 24 36 Blocke 16 20 (F/P) 57,83 +11,33 (36-77) 102, 148
NMO 5 12 Blécke 6 6 (F/P/T) 62,20 + 14,72 (44-77) 49, 18
Gesamt: 42 88 Blocke 40 48 59,88 +11,90 (36-81) 189, 247

* Mittelwert + Standardabweichung (Altersspanne); @ Anzahl der Frauen; & Anzahl der Ménner;
F = Frontallappen; P = Parietallappen; T = Temporallappen;

Tabelle 3: Ubersicht zu klinischen Daten/Angaben der untersuchten NAWM-Regionen der humanen
Autopsie-Fille

Diagnose Fall Alter* Geschl. ( JaKhDre) Verlauf Todesursache** :':;A:Sci'?eﬁ:::::m
Ktr. K1 63 m - - k. A. frontal, zervikal, thorakal, lumbal
K2 70 m - - kardiovaskuldr  frontal, thorakal
K3 80 w - - kardiovaskuldr  parietal, zervikal
K4 42 m - - kardiovaskuldr  frontal, parietal, zervikal
K5 54 w - - kardiovaskuldr  frontal, parietal
K6 45 m - - kardiovaskuldar  frontal 2x, zervikal
K7 81 m - - Sepsis frontal 2x, zervikal, thorakal, lumbal
K8 64 w - - kardiovaskuldr  frontal, parietal, zervikal
K9 67 m - - Sepsis frontal 2x, zervikal, thorakal
K10 65 w - - kardiovaskuldr  frontal, parietal, zervikal
K11 73 m - - Sepsis frontal, parietal, zervikal
K12 56 m - - kardiovaskuldar  frontal, parietal, zervikal
K13 54 m - - kardiovaskuldr  frontal, zervikal, thorakal
Ms Ms1 61 m 6 k. A. k. A. spinal
Ms2 67 m k. A. k.A.  kardiovaskuldr  zerebral
MsS3 56 m k. A. PMS  kardiovaskuldar spinal
Ms4 36 w k. A. PPMS  kardiovaskuldar spinal
MS5 56 w 9 PMS k. A. zerebral
MS6 61 m k. A. k.A.  kardiovaskuldr  lumbal
MS7 42 m k. A. kA kA parietal
Ms8 39 w >10 PMS  V.a.lleus frontal
MS9 77 w >3 k-A.  kardiovaskuldr frontal
MS10 59 m 36 SPMS k. A. frontal, zervikal
MS11 66 m 12 PPMS  lleus parietal
MS12 41 m >10 k.A.  kardiovaskuldr frontal
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Diagnose Fall  Alter* Geschl. ( JaKhDre) Verlauf Todesursache** ll:l::\:i,ilcil?e(::::rl:(im
Mms MS13 47 w 25 SPMS k. A. frontal, parietal
MS14 74 w >10 PMS Infektion parietal
MS15 54 m 11 SPMS  Tumor thorakal, lumbal
MS16 66 m >10 PMS kardiovaskuldr  frontal 2x, C5-6, Th2, Th4-5
MS17 60 w 14 PPMS  kardiovaskular  frontal 2x, lumbal
MS18 76 m 34 SPMS  kardiovaskuldar  zervikal
MS19 59 w 16 SPMS  Sepsis parietal
MS20 66 m 34 SPMS  Infektion frontal
MS21 59 w 5 k.A.  Tumor frontal, zervikal
MS22 57 m 15 PPMS k. A. frontal 2x
Ms23 51 m 8 PPMS  kardiovaskuldar  C2
MS24 k. A. w 17 SPMS Infektion C4 und C8
NMO NMO1 69 w 18 - schwerer C6
NMO-Schub mit
Hirnstammlasion
NMO2 49 w 0,3 - k. A. temporal, frontal, Th3 2x
NMO3 44 w 1,25 - kardiovaskular zervikal-thorakal
NMO4 77 w 24 - kardiovaskular frontal, parietal, C1
NMO5 72 m 0,75 - schwerer zerebral 2x, zervikal

NMO-Schub mit
Hirnstammlasion

* Alter zum Zeitpunkt des Todes; Geschl. = Geschlecht; KD (Jahre) = Krankheitsdauer in Jahren;
** Todesursache wenn moglich in Kategorien eingeordnet (fiir genaue Todesursache siehe Anhang
Tabelle 11); Ktr. = Kontrollen; m = mannlich w = weiblich; k. A. = keine Angaben hierzu im Befund
vorhanden; C = zervikales Riickenmark; Th = thorakales Riickenmark; L = lumbales Riickenmark

Gesunde altersentsprechende Kontrollen

Als gesunde altersentsprechende Kontrollen wurden Patienten definiert, die nicht an
neurologischen Erkrankungen litten oder verstorben waren. Das mittlere Alter zum
Zeitpunkt des Todes dhnelt dem der MS- und NMO-Patienten. Die Patienten verstarben
entweder an kardiovaskuldren Ereignissen oder einer Sepsis im Alter von 42-81 Jahren
(mittleres Alter: 62,62 = 12,10 Jahre) (sieche Tabelle 3 und Anhang Tabelle 12, Teil 1).
Das Autopsiegewebe wurde, ebenso wie das Gewebe von MS- und NMO-Patienten, im

Vorfeld histologisch iiberpriift um pathologische Verinderungen auszuschlieen.

Patienten mit Multipler Sklerose

Das Autopsiegewebe der Patienten mit MS wurde primér nach dem Vorhandensein von
NAWM ausgewdhlt. Bei der Auswahl dieser NAWM-Areale wurde darauf geachtet,

ausreichend Abstand zu demyelinisierten Bereichen (MS-Lésionen), aber auch zur
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PPWM einzuhalten war. Wie oben beschrieben erfolgte die Beurteilung der NAWM
histologisch. In erster Linie wurden hierzu LFB/PAS-Féarbungen gesichtet. Zum
Ausschluss morphologischer Verdnderungen und entziindlicher Infiltrate wurden
zusitzlich HE-Férbungen herangezogen. Die klinischen Befunde wurden ebenfalls
durchgesehen, um Sonderformen der MS auszuschlieBen. Die Patienten wiesen, soweit
im Befund angegeben, entweder einen primér oder sekundir progredienten Verlauf auf.
Zum Zeitpunkt des Todes waren die Patienten 36-77 Jahre alt (mittleres Alter:
57,83 + 11,33 Jahre). Die dokumentierte Erkrankungsdauer reichte von iiber drei bis hin
zu 41 Jahren, bei sechs von 24 Patienten lagen hierzu jedoch keine Angaben vor. Unter
den ausgewihlten Fillen befanden sich zehn Frauen und 14 Ménner. Alle bekannten
klinischen Daten sind in Tabelle 3 zusammengefasst (siche auch Tabelle 12, Teil 2 im

Anhang).

Patienten mit Neuromyelitis optica

Die Auswahl des Autopsiegewebes der Patienten mit NMO erfolgte analog zum
beschriebenen Auswahlverfahren fiir MS, mit dem Unterschied, dass zusétzlich AQP4-
und GFAP-Féarbungen hinzugezogen wurden, um einen GFAP- und AQP4-Erhalt in der
NAWM bei NMO sicherzustellen. Das Alter zum Zeitpunkt des Todes betrug 44-
77 Jahre (mittleres Alter: 62,20 + 14,72 Jahre). Die vorliegende, dokumentierte
Erkrankungsdauer lag zwischen vier Monaten und 24 Jahren. Unter den ausgewihlten
Féllen befanden sich vier Frauen und ein Mann. Alle bekannten klinischen Daten sind

in Tabelle 3 zusammengefasst (siche auch Tabelle 12, Teil 3 im Anhang).

2.1.2 Miuse mit chronischer EAE

Zusétzlich wurden Verdnderungen in der NAWM des Riickenmarks bei Médusen mit
chronischer experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis (EAE) charakterisiert und
der Zusammenhang zwischen dem Ausmal der spinalen Demyelinisierung und den

Verdnderungen der NAWM untersucht.

Versuchstiere und Versuchsaufbau

Fiir die vorliegende Studie wurde Gewebe von insgesamt 19 Versuchstieren untersucht:
14 Miuse mit induzierter chronischer EAE und fiinf gesunde Méuse als Kontrollgruppe.

Das Gewebe wurde aus dem Mausarchiv des Instituts flir Neuropathologie der

20



Material und Methoden

Universititsmedizin ~ Gottingen (UMG) ausgewdhlt, wobei die Tierversuche

entsprechend den jeweiligen Tierversuchsgenehmigungen durchgefiihrt worden waren.

Induktion der EAE

Zur aktiven Induktion der EAE waren zehn bis elf Wochen alte weibliche C57Bl1/6J-
Miuse mit dem enzephalitogenen Peptid Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein-
Aminosduren 35-55 (MOGss.ss) in CFA (complete Freund's adjuvant, komplettes

Freundsches-Adjuvans) immunisiert worden.

Pro Maus wurden 200 ul MOGs3s.55/CFA-Emulsion in vier Depots a 50 ul an den
Extremitidten subkutan injiziert, was einer Gesamtdosis von 200 pg MOGss.ss
entspricht. Am Tag der Immunisierung und 48 h p. i. (post injectionem, nach Injektion)
wurden jeder Maus jeweils 400 ng Pertussis-Toxin (PTx) in 200 pul PBS intraperitoneal
appliziert. Die Miuse der Kontrollgruppe erhielten keinerlei Behandlung.

Gewebegewinnung: Perfusion und Prdparation der Mduse

Am Tag 60 p. i. wurden die Mause mit 200 pl 14%igem Chloralhydrat intraperitoneal
andsthesiert. Nachdem der Schmerz- und Blinkreflex erloschen war, wurde der
Brustkorb eroffnet. Das Herz-Kreislaufsystem wurde darauthin so lange mittels einer
transkardialen Injektion von 1x PBS perfundiert, bis das Blut vollstindig ausgespiilt
war. Anschliefend wurde das Gewebe mit 4%igem Paraformaldehyd (PFA; pH 7,4)
transkardial fixiert. Nach der Perfusion wurde die Wirbelsdule frei pripariert und zur
Nachfixierung flir zwei Tage in 4%igem PFA bei 4 °C gelagert. Dann wurde das
Riickenmark vorsichtig in ganzer Lange aus seiner knochernen Hiille heraus prapariert
und in ein bis zwei Millimeter dicke Scheiben geschnitten. Anschliefend wurden die

Priparate durch einen vollautomatischen Einbettautomaten eingebettet.

Einteilung der Versuchsgruppen

Um zu untersuchen, wie das Ausmal der spinalen Demyelinisierung Verdnderungen in
der NAWM bei Miusen mit chronischer EAE beeinflusst, wurde die an EAE erkrankten
Tiere in zwei Untergruppen eingeteilt. Die Zuteilung erfolgte nach der spinalen
Lésionslast (Anteil der histologisch quantifizierten Demyelinisierung im Riickenmark)
(siche Kapitel 2.3.2.1). Die erste Untergruppe bestand aus Maiusen mit geringer
Lisionslast (< 5% der weillen Substanz entmarkt). Die zweite Untergruppe wurde von

Maiusen gebildet, die eine hohe Lésionslast (10-15% der weillen Substanz entmarkt)
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aufwiesen. Selbst beim Maximum von 15% Demyelinisierung war noch ausreichend

Flache normal erscheinender weiller Substanz (NAWM) zur Auswertung vorhanden.

2.2 Histopathologische Methoden

2.2.1 Anfertigen der histologischen Priaparate

Zur Herstellung der immunhistochemischen und histologischen Firbungen wurden
vorab alle ausgesuchten Paraffinblocke mit Hilfe eines Mikrotoms in 1 um diinne
Scheiben geschnitten, auf Objekttrager aufgezogen und iiber Nacht bei 37 °C im
Wirmeschrank getrocknet. Anschlieend wurden die Préparate entparaffiniert. Dazu
wurden sie zundchst fiir 30 min bei 58 °C im Wérmeschrank abgeschmolzen. Wenn
nicht anders angegeben, wurden die Schnitte dann unter dem Abzug jeweils viermal fiir
10 min in Xylol geklédrt und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert, indem die
Objekttrager fiir 5 min in Isoxylol getaucht, dann zweimal fiir 5 min in 100%iges
Isopropanol und danach jeweils fiir 5min in 90%iges, 70%iges und 50%iges
Isopropanol gestellt wurden. Zum Abschluss der Rehydrierung wurden die Objekttriger
mit Aqua dest. gespiilt.

Zur Konservierung der gefdarbten Schnitte wurden die Préparate nach der Férbung
wieder dehydriert. Um ein zu starkes Auswaschen des verwendeten Farbstoffes zu
vermeiden, wurden die Objekttriager jeweils nur kurz in die aufsteigende Alkoholreihe
gestellt (50%iges, 70%iges, 90%iges und zweimal in 100%iges Isopropanol). Dann
wurden sie je 2 min in Isoxylol getaucht, in Xylol geklédrt und abschlieBend mit DePeX

eingedeckt.

2.2.2 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Firbung

Die HE-Firbung ist eine Routine-Ubersichtsfirbung, die in der vorliegenden Arbeit zur
Auswahl der ZNS-Gewebeblocke mit NAWM genutzt wurde. Himalaun férbt basophile
Strukturen wie Chromatin und Ribosomen blau, wodurch insbesondere Zellkerne
dargestellt werden. Eosin dagegen farbt azidophile Strukturen wie Zytoplasmaproteine
und Kollagene rosa, wodurch insbesondere zytoplasmatische Bestandteile dargestellt

werden.
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Nach der abgeschlossenen Entparaffinierung und Rehydrierung in einer absteigenden
Alkoholreihe (siehe Kapitel 2.2.1) wurden die Schnitte in Aqua dest. gespiilt, zur
Kernfarbung fiir 8 min in Mayers Himalaun-Losung inkubiert und anschlieend erneut
mit Aqua dest. abgespiilt. Darauthin erfolgten die Differenzierung mit 1%iger HCI-
Alkohol-Losung und das Blduen unter flieBendem Leitungswasser fiir 10 min. Fiir die
Gegenfarbung wurden die Schnitte fiir 6 min in eine 1%ige wissrige Eosin-Losung
gestellt. AbschlieBend wurden die Schnitte in Aqua dest. gespiilt und, wie oben

beschrieben, prozessiert.

2.2.3 LFB/PAS-Farbung
(Luxol-Fast-Blue/Periodic acid Schiff reaction)

Die LFB/PAS-Fiarbung ist eine Myelin-Férbung, die hier zum Ausschluss einer
Demyelinisierung der ausgewéhlten ZNS-Gewebeblocke genutzt wurde. Luxol-fast-
Blue (LFB) farbt Myelin tiirkisblau und Zellkerne tiefblau. Das Perjodsdure-Schiff'sche
Reagenz (PAS, Periodic acid Schiff reaction) stellt durch das Anfirben von

Polysacchariden das Parenchym und auch demyelinisierte Bereiche rosafarben dar.

Die zu farbenden Schnitte wurden in Xylol entparaffiniert und anschlieend in einer
absteigenden Alkoholreihe (sieche Kapitel 2.2.1) bis zum 90%igen Isopropanol
rehydriert. Dann wurden die Schnitte {iber Nacht bei 60 °C in einer zuvor hergestellten
LFB-Losung inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die Schnitte erneut fiir wenige
Minuten in 90%iges Isopropanol eingetaucht. Fiir die anschlieBende Differenzierung
mussten die Schnitte in eine gebrauchsfertige 0,05%ige Lithiumcarbonat-Losung
gestellt und danach kurz in 70%iges Isopropanol getaucht werden. AbschlieBend wurde
so lange mit Aqua dest. gespiilt, bis die iiberschiissige Farbelosung abgewaschen und

nur noch das Myelin blau gefarbt war.

Fiir die nachfolgende PAS-Farbung wurden die Schnitte zunéchst fiir 5 min in 1%ige
Perjodsdure (in Aqua bidest.) gestellt, dann 5 min mit flieBendem Leitungswasser und
griindlich mit Aqua dest. gespiilt. Nach erfolgter Inkubation fiir 20 min im Schiff’schen
Reagenz und einer erneuten Spiilung mit flieBendem Leitungswasser fiir 5 min stellte

sich das Parenchym rosa dar.

Im nidchsten Arbeitsschritt wurde eine Gegenfarbung der Zellkerne mit Mayers

Héamalaun fiir 3 min durchgefiihrt. Es folgte eine Spiilung mit Aqua dest., dann die
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Differenzierung durch kurzes Eintauchen in 1%igen HCI-Alkohol und das Bladuen fiir
10 min unter flieBendem Leitungswasser. Abschliefend wurden die Schnitte durch eine
aufsteigende Alkoholreihe dehydriert (siehe Kapitel 2.2.1), in Isoxylol getaucht, mit
Xylol geklért und schlieBlich mit DePeX eingedeckt.

2.2.4 Modifizierte Bielschowsky-Silberimprignation

Die Bielschowsky-Silberimpragnation wird zur Darstellung von Dendriten,
Neurofibrillen und Axonen genutzt und erlaubte somit in der vorliegenden Arbeit die
Beurteilung der Axondichte in der NAWM. Die genannten neuronalen Bestandteile
stellen sich durch das Ausfidllen von Silberoxid schwarz dar, das restliche Gewebe

erscheint gelbbraun bis braun.

Zundchst wurde vorab der Entwickler aus Formalin, Aqua bidest., Zitronensidure und
einem Tropfen konzentrierter Salpetersdure (65%) hergestellt. Die zu férbenden
Schnitte wurden nach dem bereits beschriebenen Vorgehen entparaffiniert und bis Aqua
dest. rehydriert (siche Kapitel 2.2.1). Darauf folgte eine Inkubation von 20 min in einer
20%igen Silbernitrat-Losung (15 g AgNO3/75 ml Aqua dest.) mit anschlieBender
Spiilung in Aqua bidest. Zu der 20%igen Silbernitrat-Losung wurde, unter stindigem
Riihren, tropfenweise eine gebrauchsfertige 32%ige Ammoniakldsung zugeben, bis sich
der anfinglich entstandene Niederschlag aufloste. Zwei weitere Tropfen Ammoniak
wurden zugefiigt und die Schnitte in dieser Silbernitrat-Ammoniak-Losung fiir 15 min
im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte in mit drei Tropfen
Ammoniak versetztem Aqua bidest. gespiilt. Der Silbernitrat-Ammoniak-Losung
wurden zehn Tropfen des vorbereiteten Entwicklers zugefiigt und die Schnitte darin 3-
5 min entwickelt, bis die Axone unter mikroskopischer Kontrolle schwarz und der
Hintergrund braun waren. Nach erneutem Spiilen in Aqua bidest. erfolgte die Fixierung
durch Inkubation der Schnitte fiir 2 min in einer 2%igen Natrium-Thiosulfat-Losung.
Zum Schluss wurden die Schnitte in Aqua dest. gespiilt, in einer aufsteigenden
Alkoholreihe dehydriert, dann in Isoxylol gestellt, danach in reinem Xylol geklirt und
mit DePeX eingedeckt (siche Kapitel 2.2.1).
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2.2.5 Immunhistochemie (Avidin-Biotin-Methode)

Die Immunhistochemie wird zur gezielten Identifizierung bestimmter Zell- und
Gewebestrukturen mittels der Antigen-Antikorper-Reaktion genutzt. Hier kam die
indirekte Avidin-Biotin-Methode (labelled avidin biotin technique, LAB) zur
Anwendung. In Abbildung 1 ist schematisch der Ablauf der LAB-Methode dargestellt:

Entparaffinierung Vorbehandlung Primar-Antikorper
Rehydrierung | | evtl. Antigendemaskierung [} unmarkiert
Blockierung der bindet an nachzuweisendes Antigen
endogenen Peroxidase

\ 4

Enzymmarkiertes Avidin
hier Peroxidase konjugiertes Avidin

Avidin bindet mit hoher Affinitit an das Biotin des [ kovalent mit Biotin gebunden
gegen Primar-Antikorper gerichtet

Biotinylierter Sekundar-Antikérper

biotinylierten Sekundar-Antikorpers

Substratzugabe/Visualisierung
Chromogen: DAB (3-3’-Diamino-Benzidintetrahydrochlorid)

wird durch Peroxidase von einem farblosen Chromogen in einen braunen Farbkomplex umgesetzt

v

Gegenfarbung mit Himalaun —> Dehydrierung und Eindecklung

Abbildung 1: Schematischer Ablauf der indirekten immunhistochemischen Avidin-Biotin-Methode (LAB)

Durchfiihrung

Die zu behandelnden Schnitte wurden nach dem bereits genannten Vorgehen
entparaffiniert und rehydriert (siche Kapitel 2.2.1). Bei einigen Antikérpern wurde eine
Vorbehandlung zur Verbesserung der Antigendetektion durchgefiihrt, Antigen-
demaskierung genannt. Diese war notwendig, da die Formalinfixierung des Gewebes
Proteinvernetzungen verursacht, welche die Antigene maskieren. Ohne Vorbehandlung
wire daher die Erkennung der Epitope durch den primiren Antikorper erschwert. Je
nach Antikorper erfolgte eine hitzeinduzierte Antigendemaskierung mit Citratpuffer
(pH 6) oder TRIS/EDTA (pH 9) (siehe Tabelle 4). Dazu wurden die Schnitte jeweils mit
dem entsprechenden Puffer flinfmal fiir je 3 min in einer Plastikkiivette unter
Verwendung einer handelsiiblichen Mikrowelle bei einer maximalen Leistung von
800 Watt gekocht. Verdunstete Fliissigkeit wurde zwischen den Kochschritten
abwechselnd mit Puffer oder Aqua bidest. aufgefiillt. Danach wurden die Schnitte
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30 min zum Abkiihlen stehen gelassen, anschlieBend dreimal mit Aqua dest. gespiilt
und dann in PBS gestellt. Bei dem Antikorper gegen GFAP (saures Gliafaserprotein)
war eine Antigendemaskierung nicht nétig, so dass die Schnitte direkt in PBS gestellt

werden konnten.

AnschlieBend wurde die Aktivitit der endogenen Peroxidase blockiert, um bei der
Entwicklung eine Umsetzung des Chromogens durch das endogene Enzym
auszuschlieBen und eine unspezifische Hintergrundfarbung der Priparate zu vermeiden.
Dazu wurden die Schnitte 20 min in einer 3%igen Wasserstoffperoxid/PBS-Losung bei

4 °C im Kiihlschrank inkubiert und anschlieend dreimal mit PBS gespiilt.

Im Anschluss wurden unspezifische Antikorper-Bindungsstellen mit 100 pl einer
10%igen FCS/PBS-Losung (FCS, fetal calf serum oder fetales Kéilberserum) in einer

feuchten Kammer 20 min blockiert.

Nachdem die FCS/PBS-Losung dekantiert und die Objekttrager weitgehend trocken
getupft worden waren, wurden je 100 pl der Losung mit dem priméren Antikérper auf
die Schnitte gegeben und diese mit Deckglidsern abgedeckt. Dafiir wurde der primére
Antikorper zuvor auf die jeweilige optimale Konzentration in10%iger FCS/PBS-Losung
verdiinnt (Konzentration der jeweiligen Antikorper siehe Tabelle 4). Darauf folgte eine

Inkubation in der feuchten Kammer tiber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank.

Am Folgetag wurden die Deckgldser entfernt, die Schnitte dann dreimal mit PBS
gespiilt. AnschlieBend wurde die Losung mit dem sekundéren biotinylierten Antikorper
auf die Schnitte gegeben. Dieser wurde ebenfalls zuvor auf die jeweilige optimale
Konzentration in 10%iger FCS/PBS-Losung verdiinnt (siche Tabelle 5 fiir die
Konzentration der Sekundirantikorper). Es folgte eine einstiindige Inkubation bei

Raumtemperatur in der feuchten Kammer.

Die Schnitte wurden erneut gut gespiilt. Nun erfolgte die einstiindige Inkubation bei
Raumtemperatur mit Avidin-konjugierter Peroxidase. Dazu wurden die Schnitte mit
100 ul Avidin-konjugierter Peroxidase pro Objekttrager (ExtrAvidin® auf 1:1000 in
10% FCS verdiinnt) beschichtet. Dabei bindet das Avidin mit sehr hoher Affinitit an
das Biotin des sekunddren Antikorpers. Die fiir die Farbentwicklung wichtige

Peroxidase befindet sich dadurch nahezu ausschlielich am Ort des Antigens.

Nun schloss sich die Visualisierung der Antigen-Antikorper-Reaktion an. Hierzu wurde

das Chromogen DAB (3-3’-Diamino-Benzidintetrahydrochlorid) verwendet. Das
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farblose DAB wird von der gebundenen Peroxidase - mit Hilfe von H,O; als Substrat -
oxidiert. Es entsteht ein unloslicher brauner Niederschlag, der lichtmikroskopisch
sichtbare Farbkomplex. Die Schnitte wurden erneut mit PBS gespiilt und in einer
Kiivette mit DAB-Losung entwickelt. Die Entwicklungsdauer wurde unter
mikroskopischer Kontrolle individuell festgelegt und somit die Farbintensitét gesteuert.

Ein mehrfaches Spiilen mit PBS unterbrach dann die weitere Reaktionsentwicklung.

Einzelne ausgewihlte Schnitte wurden zur besseren Darstellung durch die APAAP-
Methode (Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase) entsprechend eines
Standardprotokolls mit Fast Red geférbt, wobei als Sekundérantikorper der Antikorper
»polyclonal Rabbit Anti-Mouse* (Z0259) der Firma DAKO in der Verdiinnung 1:50

eingesetzt wurde.

Abschliefend wurden die Schnitte wie oben beschrieben mit Himalaun gegengefirbt,

dehydriert und mit DePeX eingedeckt (s.0.).

Tabelle 4: Verwendete Primér-Antikorper

Marker fiir Antigen Zielgewebe Spezies* Klonalitdit Verdiinnung Hersteller
CD3 (CD3-12) human Ratte mk 1:50" Serotec
T-Lymphozyten :
CD3 (SP7) Maus Kaninchen mk 1:150" DCS
Astrozyten/saures GFAP (6F2) human Maus mk 1:50 2 Dako
Gliafaserprotein GFAP (20334) Maus Kaninchen pk 1:1000% Dako
Amyloid-Vorldufer- human/
Protein/ akuter APP (22C11) Maus mk 1:2000" Chemicon
Maus
axonaler Schaden
ool KiM1P h M k  1:5000" Prof. Radzun,
Mikroglia und ! uman aus m ' Gottingen
Makrophagen .
MAC3(M3/84) Maus Ratte mk 1:200" Pharmingen
. TPPP/p25 **  human/ . ~end)
Oligodendrozyten (EPR3316) Maus Kaninchen mk 1:250 Abcam
Neurofilament, g\, 5 human/= s mk  1:500" SMI
dephosphoryliert Maus
Aquaporin-4 AQP4 (A5971) human Kaninchen pk 1:200" Sigma

* Herkunftsspezies; mk= monoklonal; pk= polyklonal; 1) Vorbehandlung: Citratpuffer pH6: 5x 3min in
der Mikrowelle; 2) ohne Vorbehandlung; 3) TRIS/EDTA pH9: 5x 3min in der Mikrowelle; ** statt FCS
wurde hier in allen Schritten goat serum verwendet! Hersteller: AbcamPLC, Cambridge, UK; Serotec Ltd.,
Kidlington, Oxford, UK; BD Biosciences — Pharmingen; Chemicon International, Temecula, CA, USA; Dako,
Glostrup, Danemark; DCS: Innovative Diagnostik-Systeme, Hamburg, Germany; Prof. Dr. H. Radzun,
Universitdtsmedizin Gottingen; Serotec Ltd., Kidlington, Oxford, UK; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany; SMI: Sternberger Monoclonals Inc., Lutherville, MD, USA
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Tabelle 5: Verwendete biotinylierte Sekundér-Antikdrper

Antigen Verdiinnung Hersteller

Schaf-anti-Maus 1:200 Amersham (RPN 1001)
Ziege-anti-Kaninchen 1:500 Dianova (111-065-144)
Ziege-anti-Ratte 1:200 Amersham (RPN 1005)

Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg, Germany; Dianova GmbH, Hamburg, Germany

2.3 Histologische Auswertung

Die histologische Auswertung erfolgte an einem Lichtmikroskop (BX-41, Olympus,
Japan) unter Zuhilfenahme eines Gitterokulars mit standardisierten Gesichtsfeldern
(10fache VergroBerung, Zellzdhlgitter und Axonzdhlgitter, WH10X-H/22 Olympus,
Japan). Die Eigenvergroferung des Okulars wird bei folgenden Angaben mit der
Vergroferung der verwendeten Objektive (mit 4facher, 20facher, 40facher oder

100facher VergroBerung) verrechnet und als GesamtvergrofSerung aufgefiihrt.

Bei jeder Farbung wurde im Vorfeld eine Probezdhlung durchgefiihrt, um die Anzahl
der noétigen Gesichtsfelder und die geeignete Vergroferung zu ermitteln und
aussagekriftige Daten erheben zu konnen. Aus den ermittelten Einzelwerten pro
Gesichtsfeld wurde anschlieBend der Mittelwert fiir jeden Gewebeblock eines Falles
gebildet und unter Berticksichtigung der Vergroferung in Zellen pro Quadratmillimeter

umgerechnet.

Standen mehrere spinale oder zerebrale Gewebeblocke pro Fall zur Verfiigung, dann
wurde der Mittelwert aus den Daten aller spinalen oder zerebralen Gewebeblocke eines
Autopsiefalls gebildet. In dieser Weise wurde bei allen nachfolgenden Auswertungen

verfahren.

Zur Aufbereitung der erhobenen Daten wurde das Tabellenkalkulationsprogramm
,Microsoft Office Excel® 2007 genutzt (Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleif3-

heim).

Die digitale Fotodokumentation erfolgte mittels einer an das Mikroskop

angeschlossenen 12,5 Megapixel-Kamera (Typ DP/71) und der zugehdrigen Bild-

®‘G

analysesoftware ,,cellSense™ *“ (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH).
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2.3.1 Auswertung von Verinderungen in der NAWM bei humanen
Autopsiefillen

2.3.1.1 Auswahl der NAWM anhand histologischer Fiarbungen

Die Auswahl der NAWM wurde sowohl bei den Kontrollen, als auch bei MS und NMO
primdr anhand der Myelin-Farbung mit LFB/PAS getroffen. Demyelinisierte Bereiche
erscheinen in dieser Féarbung aufgrund der reduzierten Myelin-Farbung rosa.
Gewebeblocke mit erkennbaren demyelinisierten Bereichen wurden entweder gidnzlich
verworfen oder die Auswertung auf geeignete Areale begrenzt. Bei der Auswahl dieser
NAWM-Areale wurde darauf geachtet, geniigend Abstand zu demyelinisierten
Bereichen (MS-/NMO-Lésionen), aber auch zur PPWM einzuhalten. Zum Ausschluss
morphologischer Verdnderungen und entziindlicher Infiltrate wurde auch die Routine-

Ubersichtsfirbung mit Himatoxylin-Eosin (HE) gesichtet.

Da NMO-Lisionen histologisch typischerweise durch das Fehlen von Aquaporin 4
(AQP4) und saurem Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein, GFAP)
gekennzeichnet sind, wurden zur Beurteilung des Gewebes von NMO-Fillen zusétzlich

immunhistochemische AQP4- und GFAP-Farbungen hinzugezogen.

Die gesunden altersentsprechenden Kontrollen wurden ebenfalls mit Hilfe der
LFB/PAS- und HE-Fiarbungen nach mdglichen pathologischen Verdnderungen
iiberpriift.

2.3.1.2 CD3"-T-Lymphozyten als Entziindungsparameter

CD3 wird von allen T-Lymphozyten-Populationen exprimiert und gilt daher als Pan-T-
Lymphozyten-Marker.

Um die T-Lymphozytendichte zu bestimmen und somit den Entziindungsgrad innerhalb
der ausgewdhlten Fallgruppen beurteilen zu konnen, wurden die T-Lymphozyten
immunhistochemisch anhand ihres CD3-Antigens braun gefirbt. Gezdhlt wurden
positive Zellen, welche um einen rundlichen Zellkern herum einen schmalen braunen
Zytoplasma-Saum aufwiesen. Die Auszihlung der CD3"-T-Lymphozyten erfolgte in 30
Gesichtsfeldern unter 200facher Vergroferung. Die parenchymale Zelldichte wurde in

CD3"-Zellen pro mm” angegeben.

Des Weiteren wurde neben der quantitativen Auszdhlung immunpositiver T-

Lymphozyten im Parenchym auch ein semi-quantitativer Score angewandt. Dieser
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Score diente dazu, die Infiltration der CD3"-Zellen im Virchow-Robin-Raum (VRR) der
NAWM, bzw. WM bei gesunden Kontrollen, zu beurteilen (siche Tabelle 6). Der VRR
ist der perivaskulire Raum entlang der Gefile im ZNS und Teil des
Subarachnoidalraumes, welcher sich bis in den prikapilliren Bereich fortsetzt. Dabei
wurde die gesamte NAWM eines Gewebeblocks betrachtet und dann der
durchschnittliche Gesamtscore bei lokal unterschiedlich ausgeprédgter T-Lymphozyten-

infiltration des VRR gemittelt.

Tabelle 6:  Semi-quantitativer Score zur T-Lymphozyteninfiltration
(CD3"-Zellen) des Virchow-Robin-Raumes der NAWM/WM

Score Infiltration CD3"-Zellen
des Virchow-Robin-Raumes

keine

vereinzelt (1-2 Zellen)

einige (> 2 Zellen)

einlagiger Saum

HAIWIN | =|O

mehrlagiger Saum (> 2)

2.3.1.3 Mikrogliaktivierung (KiM1P"-Zellen) als Entziindungsparameter

KiMI1P gilt als Pan-Makrophagen-Marker (Bitsch et al. 1998). Der KiM1P-Antikdrper
detektiert im ZNS Mikroglia und Makrophagen. Diese Zellpopulationen lassen sich
morphologisch gut voneinander unterscheiden, da Makrophagen sich aufgrund ihres

schaumzelligen Zytoplasmas und ihrer Vakuolen ,,granulir* anfarben.

Die Zellkerne der Mikroglia sind stibchenformig. Es wird zwischen einer ruhenden,
physiologischen Form und einer, auf pathologische Reize reagierenden, (re-)aktiven
Form der Mikroglia differenziert (Radzun et al. 1991). Aktivierte Mikroglia zeigen eine
verdanderte Morphologie und sind amdboid beweglich. Statt langer, diinn verzweigter
Zytoplasmaausliufer der ruhenden Mikroglia (Paulus et al. 1992) sind bei aktivierten
Mikroglia stark verkiirzte und verdickte Zellfortsdtze zu beobachten (Howell et al.

2010). Es konnen auch Mikrogliaknétchen auftreten (Howell et al. 2010).

Um den Grad der Mikrogliaktivierung als Entziindungsmarker zu quantifizieren, wurde
hier die Mikrogliadichte bestimmt. Dazu wurde ein semi-quantitativer Score (siche
Tabelle 7) in Anlehnung an einen in der Literatur bereits verwendeten Score entwickelt

(Seewann et al. 2009). Zunichst wurden alle gesunden Kontrollen betrachtet um das
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Spektrum der physiologischen Mikrogliadichte zu ermitteln. Hieraus wurde dann ein
Referenz-Gewebeblock mit einer geringen, reprasentativen Mikrogliadichte ausgewéhlt
und einem Score-Wert von 0 gleichgesetzt. AnschlieBend wurde jeder Gewebeblock mit
dieser physiologischen Mikrogliadichte verglichen und der Score ermittelt. Dabei wurde
die gesamte NAWM eines Gewebeblocks betrachtet und der Score bei lokal
unterschiedlich ausgepridgter Dichte gemittelt. Ausgewertet wurde in der 200fachen

Vergroflerung.

Tabelle 7:  Semi-quantitativer Score zur Bestimmung der Dichte
aktivierter Mikroglia (KiM1P"-Zellen) in der NAWM/WM

Score Mikrogliaaktivierung

0 normal (£ nicht erhéht)
1 maRig erhoht

2 stark erhoht

Zuséatzlich zur Mikrogliadichte wurde das Vorhandensein von Mikrogliakndtchen
(MGK) untersucht. Dieser Score bewertet nur, ob Mikrogliaknétchen nachweisbar sind
oder nicht (siche Tabelle 8). Grofle und Anzahl der MGK wurden nicht quantifiziert.
Nach vorldufiger Durchsicht aller Autopsiefille wurde eine Definition fiir
Mikrogliakndtchen aufgestellt. Nach dieser Definition bestand ein Mikrogliaknotchen
aus mindestens fiinf MGK-assoziierten KiM1P"-Zellen, diese sollten zudem zusammen
gelagert erscheinen und nicht perivaskuldr lokalisiert sein Je nach Vorhandensein oder
Fehlen von MGK wurden die Autopsiefalle Félle mit oder ohne MGK eingeteilt. Fiir die
graphische Darstellung und Auswertung wurde der prozentuale Anteil aller

Autopsiefille mit nachweisbaren MGK in der NAWM angegeben.

Tabelle 8:  AbschlieSender Score zum Vorhandensein oder Fehlen
von Mikrogliaknétchen in der NAWM/WM

Score Mikrogliakn6tchen (MGK)
0 nicht nachweisbar
1 vorhanden
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2.3.1.4 APP'-Axone als Zeichen der akuten axonalen Schidigung

Das Amyloid-Vorlaufer-Protein (APP, amyloid percursor protein) ist ein sensitiver
Marker fiir Stérungen des axonalen Transportes bei akuter axonaler Schiadigung (Koo et
al. 1990; Sherriff et al. 1994a; Sherriff et al. 1994b; Ferguson et al. 1997; Yam et al.
1997; Kornek et al. 2000). In gesunden Axonen ist die APP-Konzentration sehr gering
und im Formalin-fixierten Gewebe mit herkodmmlichen immunhistochemischen
Methoden in der Regel nicht detektierbar (Ferguson et al. 1997). Bei axonaler
Schadigung hingegen kommt es zur immunhistochemisch nachweisbaren Akkumulation
von APP und schlieBlich zur spezifischen Sphédroidbildung (Sherriff et al. 1994a;
Ferguson et al. 1997). Zur Darstellung kommen aufgetriebene, akut geschddigte Axone.
Gezihlt wurden homogen gefirbte und scharf begrenzte APP'-Axone mit einem
Mindestdurchmesser eines Nukleolus. Die Auszéhlung erfolgte in 30 Gesichtsfeldern
2

bei 400facher VergroBerung. Die Dichte der APP"-Axone wurde dann pro mm

angegeben.

2.3.1.5 SMI32"-geschiidigte Axone

Der Antikorper gegen SMI32 detektiert dephosphorylierte Epitope des Neurofilaments
H (Sternberger und Sternberger 1983; Schirmer et al. 2013). Physiologisch treten
dephosphorylierte Neurofilamente hdufig sowohl in neuronalen Zellkdrpern als auch in
Dendriten auf. In gesunden myelinisierten Axonen sind die Neurofilamente jedoch in
der Regel stark phosphoryliert und lassen sich nicht mit SMI32-Antikérpern anfarben
(Trapp et al. 1998). SMI32"-Axone stellen in normal myelinisiertem Gewebe somit
einen sensitiven Marker flir eine pathologisch verdnderte Phosphorylierung der
Neurofilamente in geschidigten Axonen dar (Trapp et al. 1998; Schirmer et al. 2013).
Hierbei werden demyelinisierte und pathologisch verdnderte Axone durch eine

diskontinuierliche Farbung dargestellt.

Die Auswertung der SMI32'-Axone wurde nur an Hirngewebe durchgefiihrt. Im
Riickenmark war keine eindeutige Unterscheidung bzw. Auszdhlung von
physiologischen und pathologischen SMI32"-Axonen méglich, da bereits gesunde
humane Kontrollfille zahlreiche SMI32"-Nervenfaserbiindel in der WM aufwiesen, die
von der GM aus hineinzogen. Die Auszdhlung erfolgte in 20 Gesichtsfeldern bei
400facher VergroBerung. Die Dichte der SMI32"-Axone wurde dann pro mm’

angegeben.
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2.3.1.6 Bielschowsky-Firbung zur Beurteilung der axonalen Dichte
Die Bielschowsky-Silberimpragnation wird zur Darstellung von Axonen genutzt und
erlaubt so die Beurteilung der axonalen Dichte in der NAWM. Axone stellen sich

schwarz dar, das restliche Gewebe erscheint gelbbraun bis braun.

Die Auszihlung der Bielschowsky -Axone erfolgte bei 1000facher VergroBerung unter
Verwendung eines Immersionsdls fiir Mikroskopie (Brechungsindex ne=1,518, Carl
Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland). Im zerebralen Gewebe wurden die Kreuzungen
der Axone mit dem Axonzdhlgitter an 25 Zéahlpunkten in 20 Gesichtsfelder gezéhlt. Im
spinalen Gewebe wurde die axonale Dichte mit Hilfe des quadratischen Zellzihlgitters
mit 121 Zidhlpunkten in 10 Gesichtsfeldern ermittelt. Diese unterschiedliche
Handhabung ist darauf zuriickzufiihren, dass im spinalen Gewebe der humanen
Kontrollen die Dichte der Axone weitaus geringer und histologisch auftretende
Hohlrdume zwischen den Axonen weitaus grofler sind als im zerebralen Gewebe. Um
auch bei diesen spinalen Verdnderungen eine ausreichende Sensitivitit zu
gewihrleisten, wurde daher fiir humanes Riickenmarksgewebe das sensitivere

quadratische Zahlgitter mit mehr Schnittpunkten verwendet.

Alle Angaben zur axonalen Dichte wurden dann abschliefend in Prozent relativ zur

jeweiligen spinalen bzw. zerebralen gesunden Kontrollgruppe angegeben.

2.3.1.7 TPPP/p25'-Oligodendrozyten

TPPP/p25 steht fir Tubulin polymerization promoting protein/25 kDa brain specific
protein. Es ist ein hirnspezifisches Protein (Takahashi et al. 1993) mit hoher Affinitét
zum mikrotubuldren System (Hlavanda et al. 2002). TPPP/p25 wird spezifisch von
reifen Oligodendrozyten exprimiert (Skjoerringe et al. 2006).

Der Antikorper gegen TPPP/p25 farbt somit reife myelinisierende Oligodendrozyten
(Skjoerringe et al. 2006; Hoftberger et al. 2010). Im Vergleich zu anderen
Oligodendrozyten-Markern, wie MBP, PLP und CNP, firbt der Antikdrper gegen
TPPP/p25 primir den Zellkorper und Zellkern, aber nicht die Myelinscheiden
(Hoftberger et al. 2010). Dies macht eine zuverldssige Quantifizierung von reifen

Oligodendrozyten moglich (Hoftberger et al. 2010).

Zur Darstellung kommen kleine runde Zellen mit rundlichem Zellkern. Die Ausz&hlung

erfolgte in 10 Gesichtsfeldern bei 400facher Vergroferung.
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Um Unterschiede in der oligodendroglialen Dichte im Verhiltnis zur axonalen Dichte
zu erfassen, wurde die Oligodendrozytenzahl in Relation zur axonalen Dichte gesetzt

(Quotient = p25"-Zellen pro mm?/ axonale Dichte).

2.3.1.8 GFAP'-Astrozyten

Das saure Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein, GFAP) wird zellspezifisch
von reifen Astrozyten exprimiert (Reeves et al. 1989; Eng et al. 2000). GFAP wird als
sensitiver und zuverldssiger immunhistochemischer Marker angesehen, der die meisten
reaktiven, auf ZNS-Schidigung antwortenden Astrozyten markiert (Sofroniew und

Vinters 2010).

Der Antikorper gegen GFAP firbt das Zytoplasma und die groflen, nicht jedoch die
feinen Ausldaufern der Astrozyten. Zur Darstellung kommen Astrozyten mit
sternformigen Zellkorpern und randstindigem Kern. Die Auszéhlung erfolgte in 22
Gesichtsfeldern bei 400facher VergroBerung. Die Zelldichte wurde in GFAP'-Zellen

pro mm’ angegeben.

2.3.2 Auswertung von Verinderungen in der NAWM bei gesunden
Tieren und Miusen mit chronischer EAE

2.3.2.1 Auswahl der NAWM anhand LFB/PAS-Firbungen und der Lisionslast

Die Auswahl der NAWM bei Méusen wurde ebenfalls primédr anhand der LFB/PAS-
Féarbung getroffen.

Um den Anteil der entmarkten weilen Substanz (Demyelinisierung, DM) und somit die
Lésionslast zu bestimmen, wurden jeweils alle zur Verfligung stehenden Riickenmark-
Schnitte pro Maus mit Hilfe der LFB/PAS-Féarbung beurteilt. Mittels der
Bildanalysesoftware ,,analySIS®*“ (Olympus Soft Imaging System) wurden auf
mindestens 7 Riickenmarksquerschnitten die Summe der demyelinisierten Flidche
(WML) bestimmt und dann durch die Summe der spinalen WM-Flédche geteilt. Daraus
ergab sich der Anteil der entmarkten spinalen weilen Substanz, im Folgenden auch als

sogenannte Lésionslast bezeichnet (%x 100 = Lésionslast [%]). Der Anteil der

entmarkten weilen Substanz lag bei keinem EAE-Tier iiber 15%, so dass ausreichend
normal erscheinende weille Substanz unter Einhaltung eines Sicherheitsabstandes zur
PPWM fiir die Auswertung zur Verfiigung stand. Gesunde Kontrolltiere wiesen keine

Liasionen und damit eine Lisionslast von 0% auf.
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2.3.2.2 Vorgehen bei der histologischen Auswertung von Mausgewebe

Grundsitzlich dhnelte das Vorgehen bei der histologischen Auswertung von
Mausgewebe dem von humanem Autopsiegewebe. Aufgrund der physiologisch
geringeren Fliche von NAWM im murinen Gewebe, die fiir die Auswertung zur
Verfligung stand, wurden jedoch zusitzliche Anforderungen an das Vorgehen bei der

histologischen Auswertung definiert.

Prinzipiell wurde darauf geachtet nur die NAWM der tiefen WM auszuwerten. Dabei
sollte ein moglichst groBer Abstand zu Lisionen, PPWM und unscharfen Ubergéingen
zwischen Grey matter und White matter bestehen. Zudem wurde die subpiale WM bei
der Auswertung vernachldssigt, da diese Randbereiche mit steigender Lésionslast

zunehmend von Lisionen der WM betroffen waren.

Generell wurde ein Mindest-Sicherheitsabstand zu Lésionen von 0,05 mm (entspricht 2
Kéastchen der 10x10 Kistchen des Gesichtsfeldes in 400facher VergroBerung)
eingehalten. Wenn moglich wurde ein groferer Abstand verwendet. AuBBerdem wurden
immer 10 Gesichtsfelder in konstanter 400facher Vergroflerung von mindestens drei
verschiedenen Riickemarksquerschnitten. Mit Ausnahme der Auszdhlung von
Bielschowsky -Axonen, welche unter 1000facher VergroBerung erfolgte (s.u.). Die
Auswertung der Riickenmirker erfolgte grundsétzlich ohne Kenntnis der jeweiligen

Lasionslast.

Das Maus-Gewebe wurde hinsichtlich entziindlicher, axonaler und glialer Parameter
analog zu den humanen Autopsien untersucht (siche Kapitel 2.3.1). Dabei kamen die
bereits genannten Farbungen zur Anwendung. Lediglich bei den Entziindungsmarkern
wurde statt der KiM1P-Firbung (siehe Kapitel 2.3.1.3) das murine Aquivalent zum
Nachweis der Mikroglia verwendet. Es handelt sich hierbei um den ebenfalls
immunhistochemisch etablierten Marker MAC3, wobei MAC3 bei den Maiusen
vorwiegend von aktivierten Mikrogliazellen exprimiert wird. Die MAC3-Férbung
wurde ebenfalls anhand eines Scores zur Dichte der aktivierten Mikrogliazellen
ausgewertet. Der MAC3-Score wurde analog zur humanen KiM1P-Fiarbung erhoben,
wobei sowohl das physiologische, als auch das pathologische Ausmal} der aktivierten
Mikrogliazellen im murinen Gewebe deutlich geringer war. Um bei diesem geringen
Aktivierungsausmall noch mogliche geringere Unterschiede zwischen gesunden Tieren
und Maiusen mit chronischer EAE und geringer Lésionslast detektieren zu konnen,

wurde bei den Tieren ein zusdtzlicher Zwischenwert im Score bei der Auswertung
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verwendet (Score 0,5 2 gering erhoht) (vergleiche auch Kapitel 2.3.1.3). Insgesamt fiel
die Dichte der aktivierten Mikrogliazellen pro jeweiligen MAC3-Score-Wert deutlich
geringer aus als bei der humanen KiMI1P-Firbung. Die Definition eines
Mikrogliakndtchens war fiir humanes und murines Gewebe identisch (siehe auch

Kapitel 2.3.1.3).

Zudem fiel die Zahlung SMI32"-Axone weg, da keine eindeutige Auswertung moglich
war (siche auch Kapitel 2.3.1.5). Denn wie im Riickenmark humaner Autopsien,
zeichnete sich auch im spinalen Gewebe der gesunden Mduse eine breite, unscharfe
Begrenzung zwischen GM und WM mit etlichen SMI32"-Axonen ab. Da aufgrund der
subpialen Lasionen prinzipiell insbesondere die innen liegende WM ausgewertet wurde,
wurde in der vorliegenden Arbeit von einer Auswertung der SMI32"-Axone in diesem

Bereich der WM wie auch im humanen Riickenmark abgesehen.

Die Auszihlung der Bielschowsky -Axone erfolgte bei 1000facher VergroBerung unter
Verwendung eines Immersionsdls fiir Mikroskopie (siehe auch Kapitel 2.3.1.6). Im
spinalen Gewebe der Mause wurden die Kreuzungen der Axone wie im zerebralen,
humanen Gewebe, mit dem Axonzéhlgitter an 25 Zahlpunkten in 20 Gesichtsfelder
gezahlt. Hier war die Sensibilitit des Axonzidhlgitters ausreichend und eine Anpassung
der Methodik nicht nétig. Auch hier wurde die axonale Dichte als prozentualer Wert
relativ zum Referenzwert angegeben, welcher aus den gesunden Kontrollen ermittelt

worden war (vergleiche mit Kapitel 2.3.1.6).

Die quantitative Dichte der CD3"-, GFAP'- und p25°'-Zellen wurde ebenso wie die
Dichte der APP*-Axone pro mm?” angegeben.
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2.4 Statistische Auswertung

Die graphische Darstellung und statistische Analyse wurden mit Hilfe der Software
GraphPad Prism 6° (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA) fiir Windows
durchgefiihrt. Alle Daten werden als Mittelwerte (MW) mit Standardabweichung
angegeben (MW = Standardabweichung). Die Normalverteilung einer Stichproben-
gruppe wurde mittels des nichtparametrischen Kolmogorov-Smirnov-Tests mit
Lilliefor-Korrektur sowie des Shapiro-Wilk-Tests iiberpriift. Um zwei unabhingige
Gruppen zu vergleichen wurden fiir parametrische Daten ungepaarte t-Tests verwendet,
fiir nicht parametrische Daten ,,Mann-Whitney-U*“-Tests. Bei den NMO-Autopsiefillen
war es aufgrund der meist zu geringen Fallzahl nicht mdglich, die Normalverteilung mit
einem statistischen Test zu prifen, so dass von nicht normalverteilten
Stichprobenwerten ausgegangen und der Mann-Whitney-Test herangezogen wurde. Der
Unterschied zwischen den verglichenen Gruppen wurde ab einem p-Wert < 0,05 als
statistisch  signifikant definiert (drei Signifikanzniveaus werden unterschieden:

*p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001). P-Werte < 0,1 wurden als Trend definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Verinderungen in der NAWM bei MS, NMO und
gesunden Kontrollen humaner Autopsiefille

Um Verdnderungen in der NAWM bei MS, NMO und Kontrollfillen zu
charakterisieren, wurde das Parenchym hinsichtlich entziindlicher, axonaler und glialer
Parameter untersucht. Hierzu wurden 13 Fille gesunder altersentsprechender
Kontrollen, 24 Fille mit MS und flinf Félle mit NMO herangezogen (siche
Kapitel 2.1.1).

Da nicht jede Fiarbung auf dem Gewebe aller Fille etabliert werden konnte, werden
nachfolgend in den jeweiligen Abbildungslegenden in Klammern jeweils die Anzahl (n)

der ausgewerteten Fille und die Summe der ausgewerteten Blocke angegeben.

NAWM bei Kontrollen, MS und NMO

Die Auswahl der NAWM wurde sowohl bei den altersentsprechenden gesunden
Kontrollen als auch bei MS und NMO primédr anhand der Myelin-Firbung mit
LFB/PAS getroffen (siche Abb. 3 und 4). Zur Beurteilung des Parenchyms von NMO-
Féllen wurden zusitzlich die immunhistochemischen AQP4- und GFAP-Féarbungen
herangezogen (sieche auch Abb.3 und 4). Ferner wurden zum Ausschluss
morphologischer Verdnderungen und entziindlicher Infiltrate bei allen drei Gruppen
auch HE-Farbungen gesichtet (siche auch Kapitel 2.3.1.1 ,,Auswahl der NAWM anhand

histologischer Farbungen®).

Die LFB-PAS-Firbungen der zerebralen (Abb.3) und spinalen (Abb.4) NAWM
zeigten eine regelrechte Myelindichte bei Kontroll-, MS- und NMO-Fillen. Bei den
NMO-Fillen waren in der NAWM regelrecht Astrozyten in der AQP4- und GFAP-
Farbung sowohl zerebral (Abb.3 D und E) als auch spinal (Abb.4 D und E)

nachweisbar.
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Abbildung 2: Zerebrale NAWM humaner Autopsiefille. 200fache VergréRerung. (A-C) Regelrechte
Myelindichte in der LFB/PAS-Farbung bei Kontroll- (A), MS- (B) und NMO-Féllen (C). Kein Verlust von
AQP4 (D) und GFAP (E) in der NAWM bei NMO.

Abbildung 3: Spinale NAWM humaner Autopsiefdlle. 200fache VergroRerung. (A-C) Regelrechte
Myelindichte in der LFB/PAS-Farbung bei Kontroll- (A), MS- (B) und NMO-Fillen (C). Kein Verlust von
AQP4 (D) und GFAP (E) in der NAWM bei NMO.
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3.1.1 Erhohte T-Lymphozytendichte in der NAWM bei MS und NMO
im Vergleich zu Kontrollfillen

Um zu ermitteln, ob sich die T-Lymphozytendichte in der NAWM zwischen MS, NMO
und der WM altersentsprechender gesunder Kontrollen unterscheidet, wurden die Zellen

im Parenchym der ausgewéhlten Fille mit Hilfe einer CD3-Férbung detektiert.

Im Gehirn zeigte sich in der NAWM sowohl bei MS (Abb. 4 B) als auch bei NMO
(Abb. 4 C) eine erhohte T-Lymphozytendichte, verglichen mit der WM alters-
entsprechender Kontrollen (Abb.4 A). Bei den gesunden Kontrollen waren kaum
CD3"-Zellen in der WM vorhanden, wohingegen in der NAWM bei MS und NMO
CD3"-Zellen vereinzelt auftraten. Die quantitative T-Lymphozytendichte (Abb. 4 G)
war in der NAWM bei MS (MW: 0,52 + 0,36 T-Lymphozyten/mm?) im Vergleich zu
den Kontrollen signifikant erhéht (MW: 0,19 £ 0,14 T-Lymphozyten/mm?;
p=0,001 **). In der NAWM der NMO-Fille (MW: 0,64 + 0,05 T-Lymphozyten/mm?)
war die T-Lymphozytendichte im Vergleich zu den Kontrollen dhnlich stark erhoht wie

bei MS.

Im Riickenmark (Abb. 4 C-F) zeigte sich insgesamt bei allen drei Gruppen eine etwas
hohere T-Lymphozytendichte als im Gehirn. Auch im Riickenmark zeigte sich in der
NAWM sowohl bei MS (Abb. 4 E) als auch bei NMO (Abb. 4 F) eine erhohte T-
Lymphozytendichte, verglichen mit der WM altersentsprechender Kontrollen
(Abb. 4 D). In der WM der Kontrollen waren CD3"-Zellen nur vereinzelt vorzufinden.
Sowohl bei MS als auch bei NMO war die T-Lymphozytenzahl deutlich hoher als im
Kontrollgewebe. Es traten iiberwiegend einzelne Zellen im Parenchym verteilt auf,
selten aber auch paarweise. Die quantitative T-Lymphozytendichte (Abb. 4 G) war in
der NAWM bei MS (MW: 1,54 + 1,01 T-Lymphozyten/mm®) im Vergleich zu den
Kontrollen signifikant erhdht (MW: 0,87 + 0,52 T-Lymphozyten/mm?; p < 0,05 *). In
der NAWM der NMO-Fille (MW: 1,268 + 0,618 T-Lymphozyten/mm?) war die T-
Lymphozytendichte im Vergleich zu den Kontrollen ebenfalls erhoht, allerdings
erreichte der Unterschied keine statistische Signifikanz (p =0,229 n. s.). Auch der
Vergleich zwischen NMO und MS ergab keinen signifikanten Unterschied (p =0,706

n. s.).
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Abbildung 4: Erhohte T-Lymphozytendichte in der NAWM bei MS und NMO im Vergleich zu
Kontrollfidllen. 400fache VergroRerung. CD3-Farbung. Fotos A-C zeigen zerebrale, D-F spinale NAWM,; In
der zerebralen WM gesunder Kontrollen (A) sind kaum CD3*-Zellen vorhanden, hier keine im Bild. In der
NAWM bei MS (B) treten nur vereinzelte CD3"*-Zellen auf. Auch bei NMO (C) sind CD3"-Zellen nur
vereinzelt in der NAWM zu sehen. In der spinalen WM gesunder Kontrollen (D) sind CD3"-Zellen nur
vereinzelt vorzufinden. In der NAWM bei MS (E) sind einzelne CD3"*-Zellen in der NAWM vorhanden.
Zum Teil treten auch zwei Zellen gemeinsam auf. Bei NMO (F) treten ebenfalls teilweise zwei CD3"-
Zellen in der NAWM gemeinsam auf. (G) Graph. Gehirn: Signifikant erhohte T-Lymphozytendichte bei
MS (n = 14; 18 Blocke) im Vergleich zu Kontrollen (n = 13; 22 Blocke; p = 0,001 **, Mann-Whitney-Test).
Ahnlich hohe T-Lymphozytendichte bei NMO (n=2; 4 Blécke) verglichen mit MS (keine statistische
Auswertung aufgrund geringer NMO-Fallzahl). Riickenmark: Signifikant erhohte T-Lymphozytendichte
bei MS (n=12; 16 Blocke) im Vergleich zu Kontrollen (n=12; 18 Blocke; p <0,05 *, t-Test). Nicht
signifikante Unterschiede zwischen MS und NMO (n = 4; 4 Blocke; n. s., Mann-Whitney-Test) als auch
zwischen NMO und Kontrollen (n. s., Mann-Whitney-Test).
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T-Lymphozyteninfiltration des Virchow-Robin-Raumes

Zur Beurteilung der T-Lymphozyteninfiltration (CD3'-Zellen) des Virchow-Robin-
Raumes (VRR) in der NAWM/WM wurde ein semi-quantitativer Score entwickelt
(siche Kapitel 2.3.1.2 mit Score-Ubersicht Tabelle 6). Die Bewertung erfolgte in der
gesamten NAWM eines Gewebeblocks. Aus den Werten aller verfligbaren spinalen

bzw. zerebralen Blocke eines Patienten wurde dann der Mittelwert gebildet.

Im Gehirn zeigte sich kein Unterschied in der T-Lymphozyteninfiltration des Virchow-
Robin-Raumes. Auch im Riickenmark war kein signifikanter Unterschied zu

beobachten.

Bei den gesunden Kontrollen waren iiberwiegend vereinzelte CD3"-Zellen im VRR
(Score 1) der WM zu finden, es wurden aber auch GeféBe ohne oder mit einigen CD3"-
Zellen im VRR beobachtet (Abb. 5). Sehr dhnlich sah es auch in der NAWM bei MS
aus, es traten nur vereinzelt mehr CD3"-Zellen auf (Abb.5). Zudem wurden nur
geringfiigig haufiger Score-Werte von 2 (d. h. einige CD3"-Zellen) erreicht. In der
NAWM bei NMO traten in den Fillen mit auswertbarer CD3-Farbung tiberwiegend
einige CD3"-Zellen im VRR (Score 2) auf, insgesamt war der Unterschied jedoch nicht
signifikant (Abb. 5).

Im Riickenmark wurde eine &hnliche Situation beobachtet (Abb. 5). Die Gruppen
erreichten jedoch insgesamt geringgradig niedrigere Score-Werte. Bei den gesunden
Kontrollen wurde etwas seltener der Score 2 vorgefunden. Bei MS gab es keinen
Unterschied im Vergleich zum Gehirn. Bei NMO fiel die T-Lymphozyteninfiltration

geringer aus als im Gehirn, der Score-Wert war mit dem bei MS vergleichbar.
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Abbildung 5: Kein signifikanter Unterschied der T-Lymphozyteninfiltration im Virchow-Robin-Raum
(VRR) der NAWM humaner Autopsiefille. 400fache VergroRerung. CD3-Farbung. Fotos A-D zeigen
Beispiele fiir den erhobenen Score fiir den VRR in der NAWM des Gehirns; (A) Score 0: (Kontrolle) Es sind
keine CD3"-Zellen vorhanden. (B) Score 1: (Kontrolle) Es treten nur vereinzelt [1-2 Zellen] CD3"-Zellen
auf. (C) Score 2: (MS) Es sind einige [> 2 Zellen] CD3"-Zellen zu sehen. Jedoch kénnen auch deutlich mehr
positive Zellen vorkommen, wie Beispiel (D) zeigt (MS). (E) Graph. Gehirn: Mittelwerte Score:
Kontrollen: 1,39 £ 0,50; MS: 1,41 £0,41; NMO: 1,88 + 0,18. Der Unterschied zwischen den Gruppen ist
sehr gering und statistisch nicht signifikant (Mann-Whitney-Test). Riickenmark: Mittelwerte Score:
Kontrollen: 1,06 +0,38; MS: 1,35+0,38; NMO: 1,40+*0,55. Keine Signifikanz aber tendenzieller
Unterschied zwischen Kontrollen und MS (p =0,0611 Trend, Mann-Whitney-Test). Keine Signifikanz
sowohl zwischen Kontrollen und NMO als auch zwischen MS und NMO (Mann-Whitney-Test).
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3.1.2 Vermehrte spinale Mikrogliaaktivierung in der NAWM bei MS
und NMO im Vergleich zu Kontrollfillen

Um den Grad der Mikrogliaaktivierung in der NAWM bei MS, NMO und der WM
altersentsprechender gesunder Kontrollen zu quantifizieren, wurde hier die
Mikrogliadichte als Parameter fiir einen semi-quantitativen Score herangezogen
(Score 0 2 normal/nicht erhoht, 1 £ miBig erhoht, 2 2 stark erhdht) und in der KiM1P-

Féarbung beurteilt.

Die Mikrogliadichte war bei allen drei Gruppen im Riickenmark ausgeprégter als im

Gehirn (Abb. 6 E).

Im Gehirn wurde in der NAWM kein signifikanter Unterschied in der Mikrogliadichte
zwischen Kontrollen, MS und NMO festgestellt. Die Mikrogliadichte in der NAWM
von MS-Patienten (MW Score: 0,50 + 0,38) entsprach der gesunder Kontrollen (MW
Score: 0,50+ 0,35). Im Gewebe von NMO-Patienten wurde eine leicht erhohte
Mikrogliadichte beobachtet (MW Score: 0,83 + 0,29; n. s.).

Im Riickenmark zeigte sich eine erh6hte Mikrogliadichte sowohl bei MS als auch bei
NMO, verglichen mit den Kontrollen. Die Kontrollen wiesen eine dhnlich geringgradig
erhohte Mikrogliadichte wie im Gehirn (MW Score: 0,64 + 0,52) auf. Bei MS war die
Mikrogliadichte iiberwiegend méBig bis teilweise stark erhoht (MW Score: 1,26 + 0,57)
und deutlich hoher als bei den Kontrollen (p=0,0177 *). Auch bei NMO war die
Mikrogliadichte iiberwiegend méBig erhoht (MW Score: 1,15 + 0,22), erreichte jedoch
im Vergleich zur Kontrollgruppe keine statistische Signifikanz (p = 0,0708 Trend).
Zwischen MS und NMO war der Unterschied gering und somit statistisch nicht
signifikant.
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Abbildung 6: Vermehrte spinale Mikrogliaaktivierung (Score: Mikrogliadichte anhand KiM1P*-Zellen)
in der NAWM bei MS und NMO im Vergleich zu Kontrollfillen. 400fache VergréRerung. KiM1P-
Farbung. Fotos A-D zeigen Beispiele fiir spinale NAWM, (A) Score 0: (Kontrolle) Die Mikrogliadichte ist
normal. (B) Score 0,5: (MS) Die Mikrogliadichte ist gering erhéht (und/oder schwankt innerhalb der WM
zwischen normal bis maRig erhoht). (C) Score 1: (MS) Die Mikrogliadichte ist maRig erhoéht.
(D) Score 2: (MS) Die Mikrogliadichte ist stark erhoht. (E) Graph. Gehirn: Der Unterschied zwischen den
Gruppen ist gering und statistisch nicht signifikant (n. s., Mann-Whitney-Test). Kontrollen (n=13;
22 Blocke); MS (n=16; 20Blocke); NMO (n=3; 6Blocke). Riickenmark: Signifikant erhéhte
Mikrogliadichte bei MS (n=12; 16 Blocke) im Vergleich zu gesunden Kontrollen (n=12; 18 Blocke;
p =0,0177 *, Mann-Whitney-Test). Nicht signifikant aber tendenziell erh6hte Mikrogliadichte bei NMO
(n=4; 4Blocke) verglichen mit gesunden Kontrollen (p=0,0708 Trend, Mann-Whitney-Test). Kein
signifikanter Unterschied ist zwischen MS und NMO festzustellen (Mann-Whitney-Test).
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Mikrogliaknotchen (MGK)

Zusétzlich wurden alle Gewebeblocke nach Mikrogliakndtchen durchsucht (Definition
des MGK und Scores sieche 2.3.1.3 inkl. Tabelle 8). Der Score bewertete nur das
Vorhandensein (£ Score 1) oder Fehlen (£ Score 0) von Mikrogliaknétchen. Nach
Erhebung des Scores wurde der prozentuale Anteil der Autopsiefille in den Gruppen

errechnet, die Mikrogliakndtchen in der NAWM/WM aufwiesen.

Im Gehirn konnten sowohl bei einigen Kontrollen als auch bei mehreren MS-Fillen
MGK in der NAWM nachgewiesen werden (Abb. 7 A-C, G). Teilweise traten auch
mehrere MGK pro Fall auf. Bei MS (43,75%) traten MGK insgesamt hédufiger auf als
bei den Kontrollen (15,38%). In der zerebralen NAWM der NMO-Fille konnten keine
MGK nachgewiesen werden. Trotz der quantitativen Unterschiede konnte im Gehirn

keine statistische Signifikanz zwischen den Gruppen festgestellt werden.

Im Riickenmark war die Zahl der Autopsiefille mit nachweisbaren MGK in der NAWM
insgesamt deutlich hoher (Abb. 7 D-F, G). Das Verhiltnis zwischen den Gruppen war
jedoch d@hnlich wie im Gehirn, die Unterschiede waren spinal allerdings ausgeprigter.
33,33% der Kontrollen wiesen im Gehirn MGK auf. Bei MS traten MGK bei den
meisten Féllen auf (83,33%). Bei NMO konnte im Riickenmark nur bei einem Fall ein
MGK nachgewiesen werden (20,00%). Der Unterschied zwischen Kontrollen und MS
war hier signifikant (p =0,0361 *). Auch der Unterschied zwischen MS und NMO war
statistisch signifikant (p =0,0276 *). Zwischen Kontrollen und NMO war kein

signifikanter Unterschied festzustellen (n. s.).
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Abbildung 7: Vermehrt vorhandene Mikrogliaknotchen (MGK; KiM1P*-Zellen) in der NAWM bei MS.
400fache VergroRerung. KiM1P-Farbung. Fotos A-C zeigen zerebrale, Fotos D-F spinale NAWM,;
MGK sind in der NAWM in unterschiedlicher Haufung und GréRe anzutreffen. Diese Abbildung stellt das
in der NAWM anzutreffende Spektrum an MGK-assoziierten KiM1P*-Zellen dar. Es gibt kleine MGK, wie
hier mit fiinf MGK-assoziierten KiM1P*-Zellen in der WM einer Kontrolle (A) oder der NAWM eines MS-
Falles (B). Die MGK konnen jedoch weitaus groRer werden, wie hier im Gehirn eines MS-Patienten mit
zehn MGK-assoziierten KiM1P*-Zellen (C), oder wie im Riickenmark einer Kontrolle (D) mit elf MGK-
assoziierten KiM1P'-Zellen. Die groRten MGK wiesen jeweils iiber 20 MGK-assoziierten KiM1P*-Zellen
auf, wie in (E) von zwei verschiedenen MS-Fillen zu sehen ist. MGK bei NMO finden sich nur im
Rickenmark (F). Hier ist ein MGK mit 14 eindeutig MGK-assoziierten KiM1P*-Zellen zu sehen, zur
besseren Darstellung mit Fast Red gefarbt. (G) Graph. Das Vorhandensein von MGK in der NAWM ist als
prozentualer Anteil in den Gruppen dargestellt. Gehirn: Zwischen den Gruppen ist zwar ein
quantitativer, jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied vorhanden (n. s., Mann-Whitney-Test).
Kontrollen (n = 13; 22 Blocke); MS (n = 16; 20 Blécke); NMO (n = 3; 6 Blocke). Riickenmark: Signifikanter
Unterschied zwischen WM der Kontrollen (n=12; 18 Blocke) und NAWM bei MS (n=12; 16 Blécke;
p =0,0361 *, Mann-Whitney-Test). Kein signifikanter Unterschied zwischen NMO (n = 4; 4 Blocke) und
gesunden Kontrollen (n. s., Mann-Whitney-Test). Signifikanter Unterschied zwischen MS und NMO
(p =0,0276 *, Mann-Whitney-Test).
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3.1.3 Axonaler Verlust in der NAWM bei MS im Vergleich zu
Kontrollfillen

Um die axonale Dichte in der NAWM zu bestimmen und somit auftretende axonale
Verluste zu detektieren, wurden die Axone in der Bielschowsky-Féarbung quantifiziert
und in Relation zu den Werten gesunder Kontrollfdlle angegeben (siche

Kapitel 2.3.1.6).

Der axonale Verlust war sowohl bei MS als auch bei NMO im Riickenmark stirker

ausgepragt als im Gehirn (Abb. 8).

Im Gehirn (Abb. 8 D) zeichnete sich eine signifikant reduzierte axonale Dichte in der
NAWM von MS (MW: 94,79 + 7,77%) ab, verglichen mit der physiologischen
axonalen Dichte der gesunden Kontrollen (MW: 100,00 + 6,64%; p = 0,0327 *). In der
NAWM der NMO-Fille (MW: 101,62 + 3,96%) entsprach die axonale Dichte dem
Ausmal} der Kontrollen und war somit nicht signifikant. Auch zwischen MS und NMO
war der Unterschied nicht signifikant, obwohl die axonale Dichte bei MS im Vergleich

zu NMO quantitativ reduziert war.

Im Riickenmark (Abb. 8 A-D) war die axonale Dichte im Vergleich zu den Kontrollen
sowohl bei MS als auch bei NMO sehr deutlich reduziert. Die Reduktion der axonalen
Dichte in der NAWM bei MS (MW: 59,86 + 7,57%) stellte sich im Vergleich zu den
Kontrollen (MW: 100 + 10,58%) als hoch signifikant heraus (p <0,001 ***). In der
NAWM bei NMO (MW: 57,22 4+ 4,49%) war die axonale Dichte im Vergleich zu den
gesunden Kontrollen &dhnlich stark reduziert wie bei MS, entsprechend war der
Unterschied ebenfalls statistisch ebenfalls hoch signifikant (p < 0,001 ***). Bei MS und
NMO lag der Verlust auf einem &dhnlichen Niveau und war daher nicht signifikant

unterschiedlich.
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Abbildung 8: Reduzierte relative axonale Dichte [%] in der NAWM von MS und NMO. 400fache
VergroRRerung. Bielschowsky-Farbung. Fotos A-C zeigen spinale NAWM,; In der zerebralen NAWM war die
axonale Dichte bei MS, nicht jedoch bei NMO reduziert (hier nicht dargestellt). In der spinalen NAWM
war die axonale Dichte dagegen sowohl bei MS (B) als auch bei NMO (C) deutlich reduziert, verglichen
mit den physiologischen Werten gesunder Kontrollen (A). (D) Graph. Gehirn: Signifikanter Unterschied
zwischen gesunden Kontrollen (n=13; 22 Blécke) und MS (n=16; 20 Blocke; p=0,0327 *, Mann-
Whitney-Test). Jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen gesunden Kontrollen und NMO (n = 3;
5 Blécke), bzw. MS und NMO (n. s., Mann-Whitney-Test). Riickenmark: Signifikant reduzierte axonale
Dichte bei MS (n = 12; 16 Blocke) verglichen mit gesunden Kontrollen (n = 12; 18 Blocke; p < 0,001 ***,
t-Test). Ahnlich stark reduzierte axonale Dichte bei NMO (n =5; 6 Blécke) wie bei MS (n. s., t-Test).

Signifikant reduzierte axonale Dichte bei NMO verglichen mit gesunden Kontrollen (p < 0,001 ***, t-
Test).
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3.1.4 Vermehrte spinale akute axonale Schadigung bei MS im
Vergleich zu NMO- und Kontrollfillen

Um zu untersuchen, ob sich die akute axonale Schiadigung in der NAWM zwischen MS,
NMO und der WM altersentsprechender gesunder Kontrollen unterscheidet, wurde das

Parenchym in der APP-Farbung untersucht.

Im Gehirn (Abb. 9 A-C) war eine vermehrte akute axonale Schidigung sowohl bei MS
als auch bei NMO festzustellen, verglichen mit den Kontrollen. Doch auch die
Kontrollen wiesen ganz vereinzelt APP"-Axone auf. Bei MS (MW: 12,13 £ 5,67 APP'-
Axone/mm?) zeigte sich im Vergleich zu den Kontrollen (MW: 4,70 +2.22 APP"-
Axone/mmz) eine hoch signifikant vermehrte akute axonale Schidigung in der NAWM
(p <0,001 ***) (Abb. 9 G). Das Ausmal der akuten Schadigung lag bei NMO zwischen
dem von MS und den Kontrollen. Im Vergleich zu den Kontrollen war die akute
axonale Schidigung in der NAWM bei NMO (MW: 8,71 £ 1,72 APP"-Axone/mm?)
ebenfalls signifikant erhoht (p =0,0304 *). Der Unterschied zwischen MS und NMO

erwies sich indessen als statistisch nicht signifikant.

Im Riickenmark (Abb. 9 D-F) war die akute axonale Schadigung bei MS sehr deutlich
ausgeprigt. Dagegen war der Grad der akuten Schadigung bei NMO auf dem Niveau
der Kontrollen (n. s.). Doch auch hier wiesen die Kontrollen bereits vereinzelte APP'-
Axone auf. Bei MS (MW: 33,19 + 12,87 APP"-Axone/mm?) zeigte sich im Vergleich zu
den Kontrollen (MW: 7,08 + 2,73 APP"-Axone/mm?) eine hoch signifikant vermehrte
akute axonale Schiddigung in der NAWM (p <0,001 ***) (Abb.9 G). Auch im
Vergleich zur NMO (MW: 8,40 + 2,51 APP"-Axone/mm”) war die akute Schidigung
bei MS signifikant erhoht (p = 0,0011 **).

Eine Korrelation zwischen CD3"-Zellen und APP"-Axonen bei MS konnte weder im

Gehirn noch im Riickenmark nachgewiesen werden (Korrelationskoeffizient nach

Pearson r = 0,05243; p = 0,8587 im Hirn und r = -0,3374; p = 0,2835).
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Abbildung 9: Akuter axonaler Schaden in der spinalen NAWM bei MS. 400fache VergroRerung.
APP-Farbung. Fotos A-C zeigen zerebrale, Fotos D-F spinale NAWM,; In der zerebralen NAWM gesunder
Kontrollen (A) sind nur ganz vereinzelt APP*-Axone zu sehen, hier jedoch keine APP*-Axone im Bild. Bei
MS (B) sind dagegen einzelne APP™-Axone zu finden, hier drei im Bild. Auch bei NMO (C) treten
vereinzelte APP*-Axone auf, hier zwei im Bild. In der zerebralen NAWM gesunder Kontrollen (D) sind
ebenfalls nur ganz vereinzelt APP™-Axone zu finden, hier eins im Bild. Dagegen sind bei MS (E) im
Rickenmark einige APP*-Axone im Parenchym verteilt zu sehen, hier sind sieben im Bild. Bei NMO (F)
vereinzelte spinale APP*-Axone zu sehen, hier zwei im Bild. G) Graph. Gehirn: Signifikant vermehrte
akute axonale Schadigung bei MS (n = 16; 20 Blocke) verglichen mit den Kontrollen (n = 13; 22 Blocke;
p <0,001 ***, t-Test). Ebenfalls signifikant vermehrte akute axonale Schadigung bei NMO (n =3;
6 Blocke) verglichen mit den Kontrollen (p=0,0304 *, Mann-Whitney-Test). Kein signifikanter
Unterschied der akuten axonalen Schadigung zwischen NMO und MS (n. s., Mann-Whitney-Test).
Rickenmark: Signifikant vermehrte akute axonale Schadigung bei MS (n = 12; 16 Blocke) verglichen mit
den Kontrollen (n=12; 18 Blocke; p < 0,001 *** Mann-Whitney-Test). Kein signifikanter Unterschied
zwischen der akuten axonalen Schadigung bei NMO (n = 4; 4 Blocke) und den Kontrollen (n. s., Mann-
Whitney-Test). Der Unterschied zwischen MS und NMO erwies sich wiederum als statistisch signifikant
(p =0,0011 **, Mann-Whitney-Test).

51



Ergebnisse

3.1.5 Mehr desphosphorylierte Axone in der NAWM bei MS im
Vergleich zu NMO- und Kontrollfillen

Um die axonale Schidigung (SMI32"-Axone) in der NAWM bei MS, NMO und
gesunden Kontrollen zu untersuchen, wurden dephosphorylierte Axone in der NAWM
im Gehirn humaner Autopsiefdlle anhand der SMI32-Féirbung quantifiziert. In der

spinalen NAWM war dagegen eine eindeutige Auswertung nicht sinnvoll mdoglich

(siehe Kapitel 2.3.1.5).

Es konnte im Gehirn ein deutlich erhohter Anteil dephosphorylierter Axone in der
NAWM bei MS festgestellt werden (Abb. 10). Doch auch bei den Kontrollen lieBen
sich ganz vereinzelt SMI32"-Axone nachweisen. Bei NMO traten ebenfalls SMI32"-
Axone nur vereinzelt auf, jedoch héufiger als bei den Kontrollen. Die
dephosphorylierten Axone waren bei MS (MW: 41,95 + 26,77 SMI32"-Axone/mm?)
hoch signifikant vermehrt, verglichen mit gesunden Kontrollen (MW:
4,43 + 2,08 SMI32"-Axone/mm?; p < 0,001 ***). Bei NMO (MW: 7,60 + 9,46 SMI32"-
Axone/mm?) waren die dephosphorylierten Axone zwar im Vergleich zu den Kontrollen
quantitativ leicht vermehrt, jedoch nicht signifikant. Der Unterschied in der Anzahl
desphosphorylierter Axone zwischen NMO und MS war statistisch signifikant
(p = 0,0245 *).
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Abbildung 10: Mehr desphosphorylierte Axone (SMI32°-Axone) in der NAWM bei MS im Vergleich zu
NMO- und Kontrollfdllen. 400fache VergroRerung. SMI32-Farbung. Fotos A-C zeigen zerebrale NAWM,;
In zerebraler NAWM von gesungen Kontrollen (A) sind nur ganz vereinzelt SMI132"-Axone zu sehen, hier
jedoch keines im Bild. Bei MS (B) sind dagegen bereits einige SMI32"-Axone im Parenchym verteilt, hier
sieben im Bild. In der NAWM von NMO-Fillen (C) sind wieder nur vereinzelte SMI32*-Axone zu
beobachten, hier zwei im Bild. (D) Graph. Hoch signifikant erhohte Dichte desphosphorylierter Axone
bei MS (n = 16; 20 Blocke) verglichen mit gesunden Kontrollen (n = 13; 22 Blocke; p < 0,001 ***, t-Test).
Quantitativ leicht vermehrt desphosphorylierte Axone bei NMO (n=3; 6 Blocke) verglichen mit
gesunden Kontrollen (n.s., Mann-Whitney-Test). Signifikanter Unterschied in der Anzahl
desphosphorylierte Axone zwischen NMO und MS (p = 0,0245 *, Mann-Whitney-Test).
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3.1.6 Erhohte Dichte von TPPP/p25'-Oligodendrozyten in der NAWM
bei MS

Um Verdnderungen der Dichte reifer Oligodendrozyten in der NAWM bei MS und
NMO zu bestimmen, wurden die p25'-Oligodendrozyten in zerebraler und spinaler

NAWM quantifiziert.

Die absolute Anzahl von p25°-Zellen war in allen drei Gruppen im Hirn héher als im
Riickenmark (Abb. 11 A-F), wobei die hochste Anzahl in der zerebralen NAWM von
MS-Patienten auftrat (Abb. 11 G).

Da insbesondere im Riickenmark ein ausgeprégter axonaler Verlust sowohl bei MS als
auch bei NMO nachweisbar war, wurde im folgenden die Oligodendrozytenzahl in
Relation zur axonalen Dichte gesetzt, um Unterschiede in der oligodendroglialen Dichte
im Verhiltnis zur jeweiligen axonalen Dichte erfassen zu konnen. Hierzu wurde der
Quotient von p25'-Zellen zur axonalen Dichte ermittelt. Das Verhiltnis von 25"-Zellen
zur axonalen Dichte war bei der MS sowohl in der zerebralen (p = 0,0304 *) als auch
spinalen NAWM (p =0,0014 **) im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhdht,
wiahrend es bei NMO vergleichbar zu den Kontrollfiallen war (Abb. 11 G). Auch
zwischen MS und NMO war das Verhiltnis von 25 -Zellen zur axonalen Dichte in der
zerebralen NAWM tendenziell (p=0,0972 Trend) und in der spinalen NAWM
signifikant erhoht (p = 0,0398 *) (Abb. 11 G).
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Abbildung 11: Erhohte Oligodendrozytendichte in der zerebralen NAWM bei MS.
400fache VergroBerung. TPPP/p25-Farbung. Fotos A-C zeigen zerebrale, Fotos D-F spinale NAWM;
In der zerebralen WM gesunder Kontrollen (A) sind zahlreiche p25* -Zellen zu sehen, hier 19 im Bild. Bei
MS (B) sind mehr p25*-Zellen in der NAWM zu finden, hier 24 im Bild. Wie bei den Kontrollen sind auch
bei NMO (C) zahlreiche p25*-Zellen zu sehen, hier 17 im Bild. In der spinalen WM gesunder Kontrollen
(D) sind deutlich weniger p25*-Zellen zu sehen als im Gehirn, hier neun im Bild. Auch in der NAWM bei
MS (E) ist die absolute Anzahl p25*-Zellen geringer als im Gehirn, jedoch auch starker reduziert als bei
den Kontrollen, hier acht Zellen im Bild. Bei NMO (F) ist die absolute Zahl p25'-Zellen sogar noch
geringer, hier sechs im Bild. (G) Graph. Um die oligodendrogliale Dichte in Abhangigkeit von der
axonalen Dichte zu betrachten, wurde folgend der Quotient p25°-Zellen zur axonalen Dichte ermittelt.
Gehirn: Signifikant erhohte Oligodendrozytendichte im Verhéltnis zur axonalen Dichte bei MS (n = 15;
19 Blocke) verglichen mit gesunden Kontrollen (n =13; 22 Blocke; p = 0,0304 *, Mann-Whitney-Test).
Kein signifikanter Unterschied bei NMO (n =3; 6 Blécke) verglichen mit gesunden Kontrollen (n. s.,
Mann-Whitney-Test), aber tendenziell erh6ht bei MS verglichen mit NMO (p =0,0972 Trend, Mann-
Whitney-Test). Riickenmark: Signifikant erhohte Oligodendrozytendichte im Verhaltnis zur axonalen
Dichte bei MS (n = 12; 16 Blocke) verglichen mit gesunden Kontrollen (n = 12; 18 Blocke; p = 0,0014 **,
Mann-Whitney-Test). Keine signifikanter Unterschied bei NMO (n = 4; 4 Blocke) verglichen mit gesunden
Kontrollen (n.s., Mann-Whitney-Test). Jedoch erhohte Oligodendrozytendichte im Verhaltnis zur
axonalen Dichte bei MS verglichen mit NMO (p = 0,0398 *, Mann-Whitney-Test).
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3.1.7 Spinal vermehrte Astrogliose in der NAWM bei MS im
Vergleich zu Kontrollfillen

Um den Grad der Astrogliose in der NAWM von MS, NMO und der WM
altersentsprechender gesunder Kontrollen zu untersuchen, wurden die sternférmigen,

reaktiven Astrozyten mit Hilfe der GFAP-Farbung quantifiziert.

Die Zahl der reaktiven Astrozyten war bei allen drei Gruppen im Riickenmark héher als

im Gehirn (Abb. 12).

Im Gehirn (Abb. 12 A-C, G) war nur bei NMO (Abb. 12 C) die Anzahl der reaktiven
Astrozyten erhoht. Die Zellzahl war bei MS dagegen auf dem Niveau der Kontrollen.
Dementsprechend ergab sich kein signifikanter Unterschied in der Dichte von reaktiven
Astrozyten bei MS (MW: 77,96 + 13,63 GFAP -Zellen/mm?) verglichen mit gesunden
Kontrollen (MW: 80,56 + 9,00 GFAP"-Zellen/'mm?). Dagegen war die Zahl von
reaktiven Astrozyten bei NMO (MW: 99,51 + 6,61 GFAP"-Zellen/mm?) sowohl im
Vergleich zu den Kontrollen (p = 0,0071 **), als auch im Vergleich zur MS signifikant
erhoht (p = 0,0098 **).

Im Riickenmark (Abb. 12 D-F, G) war die Anzahl der reaktiven Astrozyten bei MS und
NMO im Vergleich zu den Kontrollen erhoht. Die Kontrollen wiesen im Riickenmark
bereits mehr reaktive Astrozyten auf als im Gehirn. In der NAWM bei NMO war die
Zellzahl auch spinal hoher als bei MS. So erwies sich die erhohte Dichte von reaktiven
Astrozyten bei MS (MW: 144,03 + 23,23 GFAP"-Zellen/mm®) verglichen mit gesunden
Kontrollen (MW: 110,93 + 8,73 GFAP"-Zellen/mm?;, p <0,001 ***) als hoch
signifikant. Auch der Vergleich zwischen NMO (MW: 166,98 + 25,97 GFAP"-
Zellen/mm?) und den Kontrollen stellte sich als hoch signifikant heraus (p < 0,001 **%*).
Bei NMO war im Vergleich zur MS die Dichte der reaktiven Astrozyten lediglich
tendenziell erhoht (p = 0,0925 Trend).
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Abbildung 12: Spinal vermehrt reaktive Astrozyten in der NAWM bei MS im Vergleich zu
Kontrollfdllen. 400fache VergroRerung. GFAP-Farbung. Fotos A-C zeigen zerebrale, Fotos D-F spinale
NAWM; In der zerebralen WM gesunder Kontrollen (A) sind einige GFAP*-Zellen zu sehen, hier vier im
Bild. Bei MS (B) sind ebenfalls einige GFAP*-Zellen zu finden, hier vier im Bild. In der NAWM bei NMO (C)
sind dagegen maiRig viele GFAP*-Zellen zu sehen, hier sechs im Bild. In der spinalen NAWM gesunder
Kontrollen (D) sind mehr GFAP*-Zellen als im Gehirn zu sehen, hier sieben im Bild. Auch bei MS (E) steigt
die Zahl reaktiver Astrozyten, es sind zahlreiche GFAP*-Zellen zu beobachten, hier zehn im Bild. Wie
bereits im Gehirn, ist auch im spinalen Gewebe bei NMO (F) die Zahl reaktiver Astrozyten am héchsten.
Es sind viele GFAP*-Zellen zu sehen, hier zw6lf im Bild. (G) Graph. Gehirn: Kein signifikanter Unterschied
in der Dichte von reaktiven Astrozyten bei MS (n = 15; 19 Blocke) verglichen mit gesunden Kontrollen
(n=13; 22 Blocke; n. s., t-Test). Signifikant erhohte Dichte von reaktiven Astrozyten bei NMO (n =3;
6 Blocke) verglichen mit gesunden Kontrollen (p =0,0071 **, Mann-Whitney-Test). Signifikant erhéhte
Dichte von reaktiven Astrozyten bei NMO verglichen mit MS (p =0,0098 **, Mann-Whitney-Test).
Riickenmark: Hoch signifikant erhéhte Dichte von reaktiven Astrozyten bei MS (n=12; 16 Blocke)
verglichen mit gesunden Kontrollen (n = 12; 18 Blocke; p < 0,001 ***, t-Test). Hoch signifikant erhohte
Dichte von reaktiven Astrozyten bei NMO (n=4; 4 Blécke) verglichen mit gesunden Kontrollen
(p <0,001 ***, t-Test). Tendenziell erhdhte Dichte von reaktiven Astrozyten bei NMO verglichen mit MS
(p =0,0925 Trend, t-Test).
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3.2 Spinale Verianderungen in der NAWM bei Mausen mit
chronischer EAE

Um die Veridnderungen in der NAWM auch bei Mausen mit EAE zu charakterisieren,
erfolgten die entsprechenden Untersuchungen auch an Maiusen mit EAE und an
gesunden Kontrollmiusen. Um zu ermitteln, ob und - wenn ja wie - Verdnderungen in
der NAWM bei den EAE-Tieren durch die Lisionslast beeinflusst werden, wurden die
EAE-Tiere nach dem Schweregrad der spinalen Demyelinisierung in zwei Gruppen -
eine mit geringer (< 5% der weifien Substanz entmarkt; EAE £™€) und die andere mit

hoher (10-15% der weillen Substanz entmarkt; EAE hOCh) Lasionslast - eingeteilt.

Wie zu erwarten, zeigten diese beiden Gruppen der Tiere mit EAE (Abb. 13 B und E)
einen statistisch hoch signifikanten Unterschied in der Lisionslast (EAE £"¢: MW:
2,40 £ 1,26% der weiBen Substanz entmarkt, EAE ™" MW: 11,83 + 1,62% der weiBen
Substanz  entmarkt; p <0,0001 ***  t-Test) (Abb. 13 D). Erginzend wurden
Riickenmirker flinf gesunder Tiere zum Vergleich herangezogen (siche Abb. 13 A und
D). Alle drei Gruppen wurden wie die humanen Autopsiefille hinsichtlich

entziindlicher, axonaler und glialer Parameter untersucht.
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Abbildung 13: Anteil demyelinisierter weier Substanz im Riickenmark von gesunden Tieren und
Méusen mit chronischer EAE. 40fache VergroRBerung. LFB/PAS-Farbung. Die WM einer gesunden Maus
(A) ist regular myelinisiert. Bei Mausen mit chronischer EAE der Gruppe mit geringer Lasionslast
(B) (< 5% bzw. EAE ®™; bei diesem Tier durchschnittlich 3,08% der weiRen Substanz entmarkt) sind
bereits in der Ubersichts-VergréRerung demyelinisierte Bereiche der WM sichtbar. Die Demyelinisierung
ist besonders im duBeren Randbereich der WM subpial konzentriert (siehe Pfeil). Bei Mausen mit
chronischer EAE der Gruppe mit hoherer Lasionslast (C) (10-15% bzw. EAE hoch. phei diesem Tier
durchschnittlich 11,91% der weiRen Substanz entmarkt) ist die Demyelinisierung nicht mehr nur primar
auf den duleren Randbereich konzentriert. Die Lasionen sind ausgepragter und reichen tiefer in die WM
(siehe Pfeil). (D) Graph. Hoch signifikanter Unterschied in der Lasionslast zwischen beiden Gruppen der
Tiere mit EAE (p <0,0001 ***, t-Test). Zum Vergleich wurden funf Riickenmarker gesunder Tiere

herangezogen.
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3.2.1 Erhohte T-Lymphozytendichte in der NAWM bei Mausen mit
EAE in Abhiangigkeit von der Lisionslast

Um zu untersuchen, ob sich die parenchymale Lymphozytendichte in der NAWM
zwischen gesunden Tieren und den beiden Gruppen von Méausen mit chronischer EAE

unterscheidet, wurde das spinale Parenchym mit Hilfe der CD3-Farbung untersucht.

In der NAWM von Méusen mit EAE stieg die T-Lymphozytendichte mit dem Grad der
Demyelinisierung. In der WM der Kontrollen waren kaum T-Lymphozyten vorhanden
(MW: 0,32 + 0,72 T-Lymphozyten/mm?®) (Abb. 14 A). In der NAWM der Miuse mit
geringer Lisionslast waren dagegen bereits einige CD3'-Zellen nachweisbar (MW:
24,00 + 4,62 T-Lymphozyten/mm?) (Abb. 14 B). Verglichen mit den Kontrollen ergab
sich daraus eine signifikant erhohte T-Lymphozytendichte bei Madusen mit geringer
Lasionslast (p = 0,0025 **) (Abb. 14 D). Auch bei den Mausen mit hoher Lasionslast
(MW: 43,43 + 3,51 T-Lymphozyten/mm®) war die T-Lymphozytendichte im Vergleich
zu gesunden Kontrollen signifikant erh6ht (p = 0,0013 **). Miuse mit hohe Lésionslast
wiesen eine hoch signifikant erhohte T-Lymphozytendichte im Vergleich zu den Tieren

mit geringer Lésionslast auf (p < 0,001 ***) (Abb. 14 B-D).

Der Score zur T-Lymphozyteninfiltration des VRR wurde bei den Maéusen nicht

erhoben, da keine eindeutige Zuordnung der T-Lymphozyten zum VRR moglich war.
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Abbildung 14: Erhohte T-Lymphozytendichte in der spinalen NAWM bei Mausen mit EAE in
Abhangigkeit von der Lasionslast. 400fache VergréRerung. CD3-Farbung. In der WM gesunder Mause
(A) sind nur ganz vereinzelt T-Lymphozyten anzutreffen, hier jedoch keine im Bild. In der NAWM von
M3usen mit geringer Lisionslast (B) (EAE &™) sind einzelne bis einige T-Lymphozyten in der NAWM zu
sehen, hier zwei im Bild. In der NAWM von Mdausen mit hoher Lasionslast (C) (EAE hOCh) sind beinahe
doppelt so viele T-Lymphozyten wie bei Mausen mit geringer Lasionslast nachweisbar, hier vier Zellen
im Bild. (D) Graph. Signifikant erhohte T-Lymphozytendichte bei Mausen mit EAE und geringer
Lasionslast im Vergleich zu den Kontrollen (p = 0,0025 **, Mann-Whitney-Test). Signifikant erhéhte T-
Lymphozytendichte bei Mausen mit EAE und hoher Lasionslast im Vergleich zu den Kontrollen
(p=0,0013 **, Mann-Whitney-Test) und zu Mausen mit EAE und geringer Lasionslast (p < 0,001 ***, t-
Test).
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3.2.2 Vermehrte Mikrogliaaktivierung in der NAWM bei Miusen mit
EAE

Um den Grad der Mikrogliaaktivierung in der NAWM von Méausen mit EAE und
gesunden Tieren zu untersuchen, wurde hier die Dichte der aktivierten Mikroglia als
Parameter fiir einen semi-quantitativen Score in der MAC3-Fiarbung ermittelt. Der
MAC3-Score (Score 0 2 normal/nicht erh6ht, Score 0,5 £ leicht erhoht; 1 £ méBig
erhoht, 2 £ stark erhoht) war an den Score fiir die KiM1P-Farbung angelehnt (siehe
2.3.2.2; vergl. KiM1P-Score in Kapitel 2.3.1.3; vergl. Beispielfotos KiM1P-Score
Kapitel 3.1.2).

Die Dichte der aktivierten Mikroglia war bei beiden EAE-Gruppen deutlich erhoht,
auch wenn sie insgesamt recht gering — insbesondere im Vergleich zu den humanen
Erkrankungen — ausfiel (Abb. 15). Bei den Kontrollen waren keine MAC3"-Zellen in
der WM zu finden (MW Score: 0,0 £ 0,0) (Abb. 15 A). In der NAWM der Mausen mit
geringer Lisionslast waren einzelne MAC3 -Zellen nachweisbar (MW Score:
0,57 £0,19) (Abb. 15 B). Daraus ergab sich eine signifikant erhohte Dichte aktivierter
Mikroglia bei Miusen mit geringer Lésionslast im Vergleich zu den Kontrollen
(p =0,0013 **) (Abb. 15 D). In der NAWM von Miusen mit hoher Lésionslast war die
Dichte der aktivierten Mikroglia miBig erhoht (MW Score: 0,86 + 0,38) (Abb. 15 C).
Auch bei den Miusen mit hoher Lasionslast war die Dichte der aktivierten Mikroglia im
Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhoht (p =0,0013 **) (Abb. 15 D). Dagegen
ergab der Vergleich der beiden EAE-Gruppen keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 15: Vermehrte Mikrogliaaktivierung (Score: Dichte der aktivierten Mikrogliazellen anhand
der MAC3"-Zellen) in der spinalen NAWM von Méiusen mit chronischer EAE. 400fache VergréRerung.
MAC3-Farbung. Generell ist die Mikrogliaaktivierung geringer als im humanen Gewebe (vergl. KiM1P-
Score). Keine Maus zeigte eine Score von 2. In der WM gesunder Mause (A) sind keine MAC3"-Zellen
vorhanden (Score 0). In der NAWM von Méusen mit geringer Lisionslast (B) (EAE ™) ist eine
Uberwiegend leicht erhohte Dichte aktivierter Mikroglia zu sehen (Score 0,5). Bei Mausen mit hoher
Lasionslast (C) (EAE hOCh) tritt vorwiegend eine maRig erhohte Dichte aktivierter Mikroglia auf (Score 1).
(D) Graph. Signifikant erhohte Dichte aktivierter Mikroglia bei Mdusen mit EAE und geringer Lasionslast
im Vergleich zu den Kontrollen (p=0,0013 **, Mann-Whitney-Test). Signifikant erhohte Dichte
aktivierter Mikroglia bei Madusen mit EAE und hoher Lasionslast im Vergleich zu den Kontrollen
(p =0,0013 ** Mann-Whitney-Test). Keine signifikanten Unterschiede zwischen Mausen mit hoher und
geringer Lasionslast (n. s., Mann-Whitney-Test).

Mikrogliaknotchen

Zusitzlich zur Dichte der aktivierten Mikroglia wurden alle Gewebeblocke nach
Mikrogliaknétchen (MGK) durchsucht. Der Score bewertet auch hier das
Vorhandensein (Score 1) oder Fehlen (Score 0) von MGK bei einem Tier in der
spinalen NAWM (bzw. WM bei den gesunden Mausen). Grofle und Anzahl der MGK
wurden nicht quantifiziert. Die Definition eines MGK war fiir humanes und murines
Gewebe identisch (siehe Kapitel 2.3.2.2 und auch 2.3.1.3 mit Score-Ubersicht Tabelle
8). Nach Erhebung des Scores wurde der prozentuale Anteil der Miuse in den Gruppen

errechnet, die MGK in der NAWM/WM aufwiesen.
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MGK waren bei keinem Kontrolltier nachweisbar (Abb. 16). In der NAWM von
Maidusen mit geringer Lisionslast waren sie dagegen bei vielen zu sehen (MW:
85,71 +£37,80%) (Abb. 16 A). Daraus ergab sich ein signifikant erhohtes
Vorhandensein von MGK bei Méiusen mit geringer Léisionslast im Vergleich zu den
Kontrollen (MW: 0,0 £ 0,0%; p=0,0152 *) (Abb. 16 B). Bei den Miusen mit hoher
Lisionslast waren MGK sogar in allen Féllen vorhanden (MW: 100,00 + 0,00%),
woraus im Vergleich zu gesunden Maiusen ein signifikanter Unterschied resultierte
(p=0,0013 **) (Abb. 16 B). Dagegen war die Zahl nachweisbarer MGK bei Médusen
mit hoher Lisionslast im Vergleich zu Mausen mit geringer Lisionslast zwar quantitativ

erhoht, der Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (Abb. 16 B).
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Abbildung 16: Vermehrt vorhandene Mikrogliakndtchen (MGK) in der spinalen NAWM von Mausen
mit chronischer EAE im Vergleich zu gesunden Tieren. Das Vorhandensein von MGK als Score erfasst
und als prozentualen Anteil innerhalb der Gruppen angegeben. 400fache VergrofRerung. MAC3-Farbung.
(A) Beispiel fiir ein MGK (EAE 5", hier mit 2,47% der weiRen Substanz entmarkt): Es sind funf MGK-
assoziierte MAC3'-Zellen zu sehen. (B) Graph. Signifikant erhdhte Zahl von MGK bei EAE-Mausen mit
geringer Lasionslast im Vergleich zu den Kontrollen (p =0,0152 *, Mann-Whitney-Test). Ebenfalls
signifikant erhdhte Zahl von MGK bei Mdusen mit EAE und hoher Lasionslast im Vergleich zu den
Kontrollen (p = 0,0013 **, Mann-Whitney-Test). Zwar quantitativ erhdhte Zahl von MGK bei M&usen mit
EAE und hoher Lasionslast im Vergleich zu Mausen mit EAE und geringer Lasionslast, der Unterschied ist
jedoch statistisch nicht signifikant (n. s., Mann-Whitney-Test).
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3.2.3 Reduktion der axonalen Dichte in der NAWM bei Miusen mit
EAE in Abhéngigkeit von der Lisionslast

Um die axonale Dichte in der NAWM zu bestimmen, wurde das Riickenmark aller
Maiuse mit Hilfe der Bielschowsky-Farbung untersucht und in Relation zu den Werten

gesunder Kontrolltiere angegeben (siehe Kapitel 2.3.2.2 und 2.3.1.6).

Es zeigte sich eine Reduktion der axonalen Dichte mit steigender Lasionslast der Mause
(Abb. 17). Die statistische Auswertung ergab eine signifikant reduzierte axonale Dichte
in der NAWM von Méuse mit geringer Lasionslast (MW: 87,32 + 7,18%) im Vergleich
zu den Kontrollen (MW: 100,00 + 5,54%; p =0,0081 **) (Abb. 17 A, B und D). Bei
den Miusen mit hoher Lésionslast (MW: 78,98 + 3,73%) (Abb. 17 C) war die axonale
Dichte verglichen mit den Kontrollen sogar hoch signifikant reduziert (p < 0,001 **%*)
(Abb. 17 D). Dariiber hinaus wiesen Tiere mit hoher Lédsionslast ebenfalls eine

signifikant reduzierte axonale Dichte im Vergleich zu Mausen mit geringer Lasionslast

auf (p = 0,0184 *) (Abb. 17 D).
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Abbildung 17: Reduzierte relative axonale Dichte in der spinalen NAWM von Mausen mit chronischer
EAE in Abhdngigkeit von der Lasionslast. Verglichen wurde mit der physiologischen axonalen Dichte
gesunder Tiere. 400fache VergroRerung. Bielschowsky-Farbung. In der WM gesunder Kontrollen (A) ist
eine physiologische axonale Dichte zu sehen. In der NAWM von Mausen mit geringer Lasionslast (B)
(EAE £™™) ist eine leicht reduzierte axonale Dichte zu beobachten. Bei hoher Lésionslast (C) (EAE ") ist
dagegen eine deutlichere Reduktion der axonalen Dichte zu sehen. (D) Graph. Signifikant reduzierte
axonale Dichte bei Mausen mit EAE und geringer Lasionslast im Vergleich zu den Kontrollen (p = 0,0081
** t-Test). Signifikant reduzierte axonale Dichte bei Mausen mit EAE und hoher Lasionslast im Vergleich
zu Mausen mit geringer Lasionslast (p = 0,0184 *, t-Test). Signifikant reduzierte axonale Dichte bei EAE-
Mausen mit hoher Lasionslast verglichen mit gesunden Kontrollen (p < 0,001 ***, t-Test).
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3.2.4 Vermehrte akute axonale Schidigung in der NAWM bei
kranken Tieren mit hoher Lisionslast

Um das Ausmal der akuten axonalen Schidigung in der NAWM des Riickenmarks bei
Maiusen mit chronischer EAE im Vergleich zu gesunden Tieren zu untersuchen, wurden

akut geschéddigte Axone anhand der APP-Farbung quantifiziert.

Die akute axonale Schadigung war nur bei Miusen mit einer hohen Lésionslast
vermehrt (Abb. 18). Bei Kontrollen und auch bei Méusen mit geringer Lasionslast
zeigte sich ein #hnliche geringe Dichte APP'-Axone (Kontrollen: MW:
34,56 + 10,89 APP"-Axone/mm’, Miuse mit geringer Lisionslast: 36,11 + 8,31 APP"-
Axone/mm?®) (Abb. 18 A, B und D). Bei Méusen mit hoher Lisionslast (MW:
62,86 + 10,88 APP"-Axone/mm?) (Abb. 18 C) war die akute axonale Schidigung im
Vergleich zu den Maiusen mit geringer Léasionslast (p =0,0006 ***) und zu den

Kontrolltieren statistisch hoch signifikant erhoéht (p = 0,0013 **) (Abb. 18 D).
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Abbildung 18: Vermehrte akute axonale Schadigung in der spinalen NAWM von Mausen mit
chronischer EAE und hoher Lasionslast. 400fache Vergroferung. APP-Firbung. In der WM von
gesunden Kontrollen (A) sind nur vereinzelt APP*-Axone zu sehen, hier eins im Bild. In der NAWM von
M3usen mit geringer Lisionslast (B) (EAE ™) sind ebenfalls nur vereinzelt APP™-Axone zu finden, hier

hoeh): sind einige bis etliche APP*-Axone zu sehen,

eins im Bild. Bei Mausen mit hoher Lasionslast (C) (EAE
hier drei im Bild. (D) Graph. Kein signifikanter Unterschied in der akuten axonalen Schadigung bei EAE-
Mausen mit geringer Lasionslast im Vergleich zu gesunden Kontrollen (n. s., Mann-Whitney-Test). Hoch
signifikant vermehrte akute axonale Schadigung bei EAE-M&usen mit hoher Lasionslast im Vergleich zu
Mausen mit geringer Lasionslast (p = 0,0006 ***, Mann-Whitney-Test). Ebenfalls signifikant vermehrte
akute axonale Schadigung bei EAE-Mausen mit hoher Lasionslast verglichen mit gesunden Kontrollen

(p =0,0013 **, t-Test).
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3.2.5 Erhohte Dichte von TPPP/p25'-Oligodendrozyten in der NAWM
in Abhingigkeit von der Lisionslast

Um die Oligodendrozytendichte in der NAWM von gesunden Tieren und Mausen mit
chronischer EAE zu bestimmen, wurde das Parenchym mit Hilfe der TPPP/p25-Farbung

untersucht.

Es zeigte sich eine signifikant erhohte Oligodendrozytendichte mit steigender
Lésionslast (Abb. 19). Die statistische Auswertung ergab in der NAWM der Méuse mit
geringer Lisionslast (MW: 740,11 + 56,97 p25°-Zellen/mm?) (Abb. 19 B) eine hoch
signifikant erhohte Oligodendrozytendichte im Vergleich zu den Kontrollen (MW:
567,36 + 38,81 p25+—Zellen/mrn2; p =0,0002 ***) (Abb. 19 A und D). Ebenfalls hoch
signifikant erh6ht war die Oligodendrozytendichte in der NAWM der Méusen mit hoher
Lisionslast (MW: 834,97 + 72,69 p25™-Zellen/mm?) (Abb. 19 C), verglichen mit den
Kontrollen (p <0,0001 ***) (Abb. 19 A und D). Beim Vergleich der EAE-Gruppen
untereinander war die Oligodendrozytendichte bei hoher Lisionslast im Vergleich zur

geringen Lésionslast signifikant erhoht (p = 0,0187 *) (Abb. 19 D).
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Abbildung 19: Erhéhte Oligodendrozytendichte in der spinalen NAWM von Mausen mit chronischer
EAE in Abhidngigkeit von der Lasionslast. 400fache VergroRerung. TPPP/p25-Farbung. In der WM
gesunder Kontrollen (A) sind méaRig viele p25'-Zellen zu sehen. In der NAWM von Mausen mit geringer
Lasionslast (B) (EAE 8™) sind etliche p25°-Zellen zu beobachten. Bei Miusen mit hoher Lisionslast (C)
(EAE hOCh) sind noch mehr p25'-Zellen zu sehen. (D) Graph. Hoch signifikant vermehrte
Oligodendrozytendichte bei Mausen mit EAE und geringer Lasionslast im Vergleich zu den Kontrollen
(p =0,0002 ***, t-Test). Ebenfalls hoch signifikant erhéhte Oligodendrozytendichte bei Mausen mit EAE
und hoher Léasionslast im Vergleich zu den Kontrollen (p <0,0001 ***, t-Test). Signifikant erhohte
Oligodendrozytendichte bei Mdusen mit EAE und hoher Lasionslast im Vergleich zu Mausen mit EAE und
geringer Lasionslast (p = 0,0187 *, t-Test).
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3.2.6 Vermehrte Astrogliose in der NAWM insbesondere bei Tieren
mit hoher Lisionslast

Um zu untersuchen, ob eine vermehrte Astrogliose in der NAWM bei Miusen mit
chronischer EAE nachweisbar ist, wurde die Dichte reaktiver Astrozyten mit Hilfe der

GFAP-Férbung bestimmt.

Die Zahl reaktiver Astrozyten stieg mit der Lisionslast der Tiere (Abb. 20). In der
NAWM der Miuse mit geringer Lisionslast (MW: 195,43 + 29,49 GFAP"-Zellen/mm?®)
(Abb. 20 B) ergab sich eine signifikant erhohte Dichte reaktiver Astrozyten
(p=10,0457 *) (Abb.20D) im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (MW:
163,84 + 9,64 GFAP"-Zellen/mm?®) (Abb.20 A). Bei Miusen mit einer hohen
Lisionslast (MW: 229,26 + 40,94 GFAP*-Zellen/mm?) (Abb. 20 C) war die Dichte der
reaktiven Astrozyten signifikant vermehrt, verglichen mit den Kontrollen (p = 0,0061
**) (Abb. 20 D). Bei dem Vergleich der EAE-Gruppen untereinander stellte sich
lediglich eine tendenziell vermehrte Dichte reaktiver Astrozyten bei den Mausen mit

hoher Léasionslast heraus (p = 0,1014 Trend, t-Test) (Abb. 20 D).
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Abbildung 20: Vermehrt reaktive Astrozyten in der spinalen NAWM insbesondere bei Mausen mit
chronischer EAE. 400fache VergroRerung. GFAP-Farbung. In der WM gesunder Kontrollen (A) sind
einzelne GFAP"-Zellen zu sehen, hier vier im Bild. In der NAWM bei Mausen mit geringer Lisionslast (B)
(EAE ™) sind einige GFAP"-Zellen zu finden, hier sechs im Bild. Bei Mdusen mit hoher Lisionslast (C)
(EAE hoCh) sind zahlreiche GFAP*-Zellen zu sehen, hier neun im Bild. (D) Graph. Signifikant vermehrte
Dichte reaktiver Astrozyten bei Mausen mit EAE und geringer Lasionslast im Vergleich zu den Kontrollen
(p =0,0457 *, t-Test). Signifikant vermehrte Dichte reaktiver Astrozyten bei Mausen mit EAE und hoher
Lasionslast im Vergleich zu den Kontrollen (p =0,0061 **, t-Test). Es zeigte sich ein Trend fir eine
vermehrte Dichte reaktiver Astrozyten bei Mausen mit EAE und hoher Lasionslast im Vergleich zu
Mausen mit geringer Lasionslast (p = 0,1014 Trend, t-Test).
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4 Diskussion

4.1 Vermehrte T-Lymphozytendichte und
Mikrogliaaktivierung in der NAWM

In allen drei Studiengruppen wurde eine geringe Infiltration der NAWM mit
T-Lymphozyten nachgewiesen. In der NAWM von MS- und NMO-Fillen war die Zahl
der vereinzelt infiltrierenden T-Lymphozyten leicht erhoht, verglichen mit der WM von
Kontrollen sowohl im Gehirn als auch im Riickenmark. Unsere Ergebnisse stimmen mit
bisher veroffentlichten Daten Uberein, welche von einer diffusen T-
Lymphozyteninfiltration der NAWM bei MS im Gehirn (Kutzelnigg et al. 2005) und
Riickenmark (Androdias et al. 2010) berichten. Diese Studie deutet auf &hnliche
geringgradige Entziindungsprozesse in der NAWM von MS und NMO in Gehirn und

Riickenmark hin.

Im Gegensatz zum Parenchym konnten wir keinen Unterschied in der T-
Lymphozyteninfiltration im Virchow-Robin-Raum zwischen MS-, NMO- und
Kontrollfillen feststellen. Auch dies stimmt mit den Beobachtungen von Androidias et

al. liberein (Androdias et al. 2010).

Es wird diskutiert, dass diese geringe, jedoch konstante Entziindung des ZNS-
Parenchyms eine Rolle bei der diffusen Schidigung der WM spielt, welche
typischerweise bei den progressiven Formen der MS zu finden ist (Kutzelnigg et al.
2005). Angesichts der sehr geringen Anzahl an T-Lymphozyten, welche in dieser Studie
und auch in der vorliegenden Arbeit in der NAWM detektiert werden konnte, erscheint
eine bedeutende T-Lymphozyten Beteiligung an der axonalen Schéddigung allerdings
eher unwahrscheinlich. Dennoch kénnen wir einen Einfluss der T-Lymphozyten auf die

diffuse Schadigung der WM generell nicht ausschlief3en.

Im Parenchym der Mause mit chronischer EAE wurde - im Gegensatz zum humanen
Parenchym - eine deutlich hohere Anzahl an T-Lymphozyten in der NAWM detektiert.
Ihre Dichte war mit dem Grad der Demyelinisierung assoziiert. Im spinalen Gewebe der
Kontrollméduse waren T-Lymphozyten nahezu nicht vorhanden. Auch Herrero-Herranz
et al. konnten in der NAWM eine vermehrte T-Lymphozyteninfiltration beobachten,
wenngleich sie am Tag 60 p. i. im Krankheitsverlauf bereits gesunken war (Herrero-

Herranz et al. 2008). Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene deutlich hohere
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Anzahl an T-Lymphozyten bei EAE als bei MS oder NMO ist sicher auf die noch
frischere Erkrankungen bei den Tieren (Untersuchungszeitpunkt 60 Tagen nach

Immunisierung) zuriickzufiihren.

Mikrogliazellen sind als residente Immunzellen des Gehirns und Riickenmarks
verantwortlich fiir die immunologische Uberwachung des ZNS (Aguzzi et al. 2013). Bei
der MS ist die Mikrogliaaktivierung in und um Lé&sionen herum mit irreversiblen
Gewebeschdden und der Eliminierung zerstorten Gewebes assoziiert, was sowohl zu
giinstigen als auch nachteiligen Effekten fithren kann. Dariiber hinaus wird iiber die
Rolle der Mikroglia bei der Initiierung der Autoimmunitit im ZNS diskutiert (Jack et al.
2005). Bislang gibt es keine publizierten Untersuchungen zur Mikroglia in der NAWM
bei NMO.

In der vorliegenden Arbeit war eine erhdhte Mikrogliaaktivierung in der NAWM bei
MS und NMO im Vergleich zu den Kontrollen nachweisbar, wobei sich insbesondere
bei der MS eine deutlich vermehrte Mikrogliaaktivierung im Riickenmark zeigte. In
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen im humanen Gewebe, war die
Mikrogliadichte in der NAWM von Maiusen mit chronischer EAE verglichen mit
Kontrollen ebenfalls erhoht. Die Dichte korrelierte bei den Tieren mit dem steigenden
Grad der Demyelinisierung. Howell et al. postulieren 2010, dass das Ausmal
mikroglialer Entziindung in der NAWM mit der Stoérung paranodaler axoglialer
Zellkontakte korreliert und infolgedessen zu nachweisbarer Axonverletzung fiihrt
(Howell et al. 2010), nachdem sie die NAWM im zerebralen Parenchym bei MS und im
spinalen Parenchym von Maiausen mit chronischer EAE untersucht hatten. Ihre
Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass die mikrogliale Aktivitit in der Tat zur
Induktion von diffusen pathologischen Verdnderungen in der NAWM bei MS und
NMO beitrégt.

Neben der Mikrogliaaktivierung wurde in der vorliegenden Arbeit auch das
Vorhandensein von Mikrogliakndtchen untersucht. In der NAWM des Riickenmarks
von MS-Patienten wiesen iiber 80% der Patienten Mikrogliakndtchen auf, verglichen
mit lediglich 33% im Gewebe der Kontrollen. In der NAWM der Méiuse mit
chronischer EAE traten Mikrogliakndtchen bei nahezu allen Tieren auf, bei den

Kontrollen waren sie dagegen vollstindig abwesend.
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Es wird diskutiert, ob das Auftreten von Mikrogliakndtchen in der zerebralen NAWM
bei MS ein Merkmal fiir eine sehr friilhe Formen einer MS-Lésion, auch ,,praaktive
Lision* ((p)reactive lesion) genannt, sein konnte (De Groot et al. 2001; Van Horssen et
al. 2012). Erst kiirzlich wurden Mikrogliaknétchen in der NAWM unmittelbar mit der
Schiadigung und Degeneration von Axonen in Zusammenhang gebracht (Singh et al.

2013), wobei hier allerdings Patienten mit frither Erkrankung untersucht wurden.

Die gesteigerte Haufung der Mikroglia in der spinalen NAWM bei MS (und auch bei
den EAE-Méiusen) konnte zur axonalen Schidigung des Gewebes beitragen. Passend
hierzu deuten Arbeiten von Howell et al. darauf hin, dass spinale Mikroglia bei MS
iNOS (induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase) exprimierten und mit SMI32"

geschwollenen Axonen assoziiert erschienen (Howell et al. 2010).

4.2 Vermehrte akute axonale Schadigung sowie axonaler
Verlust in der NAWM

Die axonale Dichte war in der NAWM sowohl bei MS als auch bei NMO im Vergleich
zu gesunden Kontrollen reduziert. Bei MS war der axonale Verlust im Gehirn sehr
gering (5%), wihrend er im Riickenmark auf beachtliche ca. 40% anstieg. Bei NMO
dhnelte die axonale Dichte im Gehirn der Dichte gesunder Kontrollfdlle. Im
Riickenmark zeigten allerdings beide humanen Erkrankungen einen &hnlichen stark

ausgepragten axonalen Verlust von etwa 40% im Vergleich zu den Kontrollféllen.

Die verminderte axonale Dichte in der NAWM ist ein bereits beschriebenes Phanomen
bei MS. Evangelou et al. berichteten einen Verlust der axonalen Dichte von 34% (im
Bereich von 15-56%) in der NAWM des Corpus callosum von MS-Patienten
(Evangelou et al. 2000a; Evangelou et al. 2000b). In der spinalen NAWM von MS-
Patienten war in Vorarbeiten ein zu der vorliegenden Arbeit vergleichbarer axonaler
Verlust von 15-33% gezeigt worden (Ganter et al. 1999; DeLuca et al. 2004; DeLuca et
al. 2006). DeLuca et al. berichtet des Weiteren, dass die reduzierte axonale Dichte
anscheinend nicht mit der Lasionslast bei MS im Riickenmark korreliert (DeLuca et al.
2006). Es konnte nachgewiesen werden, dass der axonale Verlust von einer Atrophie
der weillen Substanz im Riickenmark (Ganter et al. 1999) bzw. des Corpus callosum

begleitet wird (Evangelou et al. 2000a).
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Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete massive axonale Verlust im Riickenmark
von MS- und NMO-Patienten kdnnte auf verschiedenen Mechanismen beruhen. Es wird
zum einen angenommen, dass der diffuse axonale Verlust in der NAWM durch die
distale Degeneration der in Lésionen durchtrennten Axone verursacht werden konnte
(Evangelou et al. 2000b), ein Phdnomen, dass Wallersche Degeneration genannt wird.
Da Nervenfaserbahnen im Riickenmark sehr lang sind, kann ein Einfluss weit entfernter
Lasionen auf die axonale Dichte in der untersuchten NAWM nicht ausgeschlossen

werden.

Ein anderer Ansatz, den axonalen Verlust in der NAWM zu erkldaren, ist die
zunehmende Anfilligkeit vorgeschidigter Axone. In diesem Zusammenhang wurde
auch berichtet, dass Demyelinisierung zur abnormalen Expression von Natriumkanélen
auf Axonen fiihren konnte, was wiederum die Anfilligkeit zur Degeneration fordert
(Waxman 2001; Bjartmar et al. 2003). Vermutlich tragen beide Mechanismen -
Wallersche Degeneration und Vulnerabilitit vorgeschadigter Axone - zum ausgepriagten

axonalen Verlust in der NAWM bei NMO und MS im Riickenmark bei.

Die diffuse Schidigung der weillen Substanz ist bei MS gut beschrieben, es gibt jedoch
nur wenige Daten dariiber wie es sich beit NMO verhilt. In der vorliegenden Arbeit
zeigt die quantitative Analyse der axonalen Dichte eindeutig, dass Verdnderungen in der

spinalen NAWM bei NMO auftreten.

In der NAWM von Maiusen mit EAE konnten wir im Riickenmark ebenfalls eine
Reduktion der axonalen Dichte feststellen, wobei die Verdnderungen mit steigender
Lésionslast zunahmen. Die Reduktion der axonalen Dichte bei Mausen mit EAE lag
zwischen 13% bei Tieren mit geringer Lasionslast und 21% bei Tieren mit hoher
Lisionslast. Das heif3t, insgesamt waren die Reduktion der axonalen Dichte bei den
EAE-Tieren weniger stark ausgeprigt als in der spinalen NAWM bei MS und NMO (ca.
40%). Diese experimentellen Ergebnisse (60 Tage p. i.) an Mdusen mit EAE mit hohem
Ausmal spinaler Lésionen dhneln denen von Herrero-Herranz et al. (40 Tage p. i.), auch
wenn die eigene Untersuchung hier an einem spéteren Erkrankungszeitpunkt ansetzt
und in der Studie von Herrero-Herranz et al. kein Bezug auf die Lédsionslast genommen
wird (Herrero-Herranz et al. 2008). Des Weiteren konnten Herrero-Herranz et al.
zeigen, dass die motorische Beeintrachtigung der chronisch erkrankten Tiere mehr vom
Grad des axonalen Verlustes in der NAWM als vom axonalen Verlust in Lisionen

abhing (Herrero-Herranz et al. 2008).
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Die akute axonale Schidigung lasst sich durch die Akkumulation axonaler
Transportproteine nachweisen. In der vorliegenden Arbeit wurden hierzu Axone mit
Akkumulation des axonalen Amyloid-Vorldufer-Proteins (APP) quantifiziert. APP ist
ein physiologischer Bestandteil der Neurone (Kornek et al. 2000) und unterliegt einem
schnellen anterograden axonalen Transport (Koo et al. 1990). Eine axonale Schidigung
filhrt hingegen zur Unterbrechung des Transportes, es kommt zur Akkumulation von
APP im proximalen Abschnitt des Axons und schlieBlich zur spezifischen
Sphéroidbildung (Sherriff et al. 1994a; Ferguson et al. 1997; Bitsch et al. 2000). Diese
APP'-Sphiroide konnen bereits drei Stunden nach Verletzung detektiert werden
(Sherriff et al. 1994a; Graham et al. 2004) und sind bis zu 30 Tage sichtbar (Sherriff et
al. 1994a; Sherriff et al. 1994b; Li et al. 1995; Pierce et al. 1996; Bramlett et al. 1997;
Yam et al. 1997; Graham et al. 2004). Aufgrund dieses kurzen Intervalls der
Nachweisbarkeit dient APP als sensitiver Standard-Marker fiir den akuten axonalen

Schaden.

In der vorliegenden Arbeit war die Zahl APP'-Axone in der zerebralen NAWM bei MS-
(um das 2,6fache) und NMO-Patienten (um das 1,9fache) im Vergleich zu gesunden
Kontrollen erhoht. Die Pridsenz und Menge von akut geschadigter Axone in zerebraler

NAWM von MS-Patienten entspricht der Literatur (Kutzelnigg et al., 2005b).

Kuhlmann et al. postulierten, dass der akute axonale Schaden in vorwiegend zerebralen
Lésionen eine wesentliche Rolle in der friihen Phase der MS spielt, wobei die Dichte
der APP"-Axone mit der Dichte der T-Lymphozyten in Lisionen korrelierte und beide

Parameter mit dem Alter der Lasionen abnahmen (Kuhlmann et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich insbesondere eine deutliche Erhéhung APP'-
Axone in der spinalen NAWM (4,7fache Erhohung im Vergleich zu den Kontrollen).
Diese akute axonale Schidigung in der spinalen NAWM war hier bei progredienter MS
auch in spiteren Krankheitsstadien nachweisbar (durchschnittliche Erkrankungsdauer
15.0 Jahre + 10.0). Hier gab es allerdings keine Korrelation zwischen akuter axonaler

Schidigung und der T-Lymphozytenzahl in der NAWM.

In der NAWM von Miusen mit EAE waren nur bei Tieren mit einer hohen Lésionslast
signifikant vermehrte APP"-Axone nachweisbar. Auch bei Kontrolltieren waren einige
APP'-Axone zu beobachten. Bei Herrero-Herranz et al. wiesen die Tiere im
chronischen Erkrankungsstadium ebenfalls APP"-Axone auf, auch wenn dort lediglich

relative Werte angegeben werden (Herrero-Herranz et al. 2008).
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Dephosphorylierte Neurofilamente konnen in Axonen aufgrund von Demyelinisierung,
axonalen Schédden, Stérungen des axonalen Transportes oder axonaler Durchtrennung
auftreten (Sherriff et al. 1994b; Trapp et al. 1998; Schirmer et al. 2013) und mit Hilfe
vom SMI32-Antikdrpern untersucht werden (Trapp et al. 1998). Zahlreiche SMI32"-
Axone waren in zerebralen (Trapp et al. 1998; Schirmer et al. 2013) und spinalen MS-
Liasionen nachweisbar (Schirmer et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich
eine etwa 10fache Steigerung SMI32'-Axone in der zerebralen NAWM bei MS im
Vergleich zu Kontrollen. Im Gegensatz dazu war die Zahl SMI32"-Axone bei NMO
lediglich leicht erhdht (1,7fach).

Trotz dhnlich reduzierter axonaler Dichte bei beiden Erkrankungen war der akut
ablaufende axonale Schaden in der NAWM insbesondere im Riickenmark bei MS
deutlich stiarker ausgeprigt als bei NMO. Dies konnte eine mogliche Erklarung fiir die
Progredienz des Krankheitsverlaufes bei MS sein.

4.3 Veranderte astrozytare und gliale Parameter in der
NAWM

Das saure Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein, GFAP) wird als sensitiver
und zuverldssiger immunhistochemischer Marker angesehen, der die meisten reaktiven,
auf ZNS-Schadigung reagierenden Astrozyten markiert (Sofroniew und Vinters 2010).
Reaktive Astrozyten traten in der NAWM beider Erkrankungen im Vergleich zu den
Kontrollen vermehrt auf. Besonders in der NAWM von NMO-Patienten war die Anzahl
der GFAP -Astrozyten mit sternformigen Ausliufern erhoht. Sowohl im Gehirn, als
auch im Riickenmark. In der NAWM bei MS zeigte sich im Vergleich zur NMO ein

geringerer Anstieg, der nur im Riickenmark signifikant war.

Die NMO ist durch das Auftreten des hochspezifischen NMO-IgG im Serum
gekennzeichnet. Diese Antikorper richten sich direkt gegen den Wasserkanal AQP4.
Hohe Konzentrationen von AQP4 finden sich auf den Endfiisschen von Astrozyten,
welche einen wesentlichen Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke bilden. Bindet das
NMO-IgG an AQP4, fiihrt das zur Komplementaktivierung und letztendlich zur
Zerstorung der Astrozyten (Wingerchuk et al. 2007). Dadurch dass Astrozyten bei der
NMO spezifisch durch NMO-IgG in Lasionen depletiert werden, kommt es in der Folge
zu einer deutlichen astroglialen Regeneration im umliegenden Gewebe (und teilweise

auch in den Léasionen) bei der NMO. Diese ausgeprigte astrogliale Regeneration tragt
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vermutlich zu der in der vorliegenden Arbeit beobachteten hoheren Dichte reaktiver

Astrozyten in der NAWM bei NMO - im Vergleich zur MS und zu den Kontrollen - bei.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich auch bei Méiusen mit chronischer EAE eine
erhohte Astrozyten-Reaktivitit in der NAWM, wobei diese Verdnderungen mit dem

Grad der Demyelinisierung zunahmen.

Die Rolle von Astrozyten ist bei Entziindungen des ZNS komplex. Den reaktiven
Astrozyten kommen verschiedenste relevante Funktionen zu, wie die Sekretion von
Zytokinen (Dong und Benveniste 2001; Carpentier et al. 2005; Burkert et al. 2012),
etwaige Antigen-Présentation (Nikcevich et al. 1997; Tan et al. 1998) und die
unmittelbare Erfassung von Gefahren und Infektionen durch die Expression von
Toll-like-Rezeptoren (Carpentier et al. 2005). Die Fahigkeit von Astrozyten auf
pathogene Reize des ZNS Gewebes reagieren zu konnen, ist sicher ein wesentlicher
Grund fiir die gesteigerte Reaktivitdt dieser Zellen in der NAWM bei den beiden

humanen Erkrankungen sein.

Die Zahl reifer p25'-Oligodendrozyten war in der NAWM von erkrankten Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen verdndert. P25 ist ein Tubulin polymerization
promoting protein (TPPP), welches spezifisch mit Mikrotubuli interagiert. Im ZNS wird
es selektiv von reifen Oligodendrozyten (Skjoerringe et al. 2006) exprimiert, daher ist
es ein geeigneter Marker fiir diese Zellpopulation (Takahashi et al. 1993; Hoftberger et
al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit war die Zahl reifer Oligodendrozyten in der zerebralen
NAWM von MS-Patienten erhoht, bei NMO blieb sie dagegen vergleichbar zu den
Kontrollfdllen. Vergleichbare Ergebnisse fiir die zerebrale NAWM bei MS brachte auch
eine Studie von Hoftberger et al. hervor. Deren Studie zeigte zudem eine negative
Korrelation zwischen der Oligodendrozytenzahl in der NAWM und dem Alter
(Hoftberger et al. 2010). Die vorliegende Arbeit konnte jedoch keine Korrelation
zwischen p25'-Oligodendrozyten in der zerebralen NAWM und dem Alter der MS-

Patienten nachweisen.

Im Riickenmark war in der vorliegenden Arbeit die absolute Zahl reifer
Oligodendrozyten sowohl in der NAWM bei MS als auch bei NMO herabgesetzt,

verglichen mit den Kontrollen. Diese Reduktion koénnte durch den ausgeprigten
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Axonverlust (ca. 40% in MS und NMO im Vergleich zu den Kontrollen) erklart werden,
welchen mit Hilfe der Bielschowsky-Silberimpragnierung untersucht wurden. In
Relation zur axonalen Dichte im Riickenmark, zeigte sich jedoch ein dhnliches Bild wie
im Hirn. Der Quotient reifer Oligodendrozyten in Relation zur axonalen Dichte war bei
MS auch in der spinalen NAWM erhoht. Bei NMO blieb der Quotient sowohl im

Gehirn als auch im Riickenmark vergleichbar zu den Kontrollfallen.

Auch bei Miusen mit EAE war die Zahl p25'-Oligodendrozyten in der NAWM im
Vergleich zu den Kontrollen erhoht.

Die relativ erhohte oligodendrogliale Dichte in der NAWM bei MS und auch bei
Maiusen mit EAE ist moglicherweise auf die oligodendrogliale Regeneration in der
NAWM zuriickzufiihren. Hierzu konnten auch astrozytire Faktoren beitragen, wie
beispielsweise das das von Astrozyten sezernierte Zytokin IL-11, welches in der PPWM
(periplaque white matter) bei MS festgestellt worden ist und zum Uberleben und
Ausreifen von Oligodendrozyten beitragen kann (Zhang et al. 2006).
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4.4 Unterschiede zwischen MS, NMO und EAE

Ein Vergleich der untersuchten Parameter in der NAWM beider chronisch-
demyelinisierender humaner Erkrankungen zeigte eine weitgehend &dhnliche
Entziindungsaktivitit. Hinsichtlich der axonalen und glialen Parameter unterschieden

sich MS und NMO in der NAWM jedoch teils deutlich voneinander.

Die T-Lymphozytendichte war in der NAWM bei beiden Erkrankungen dhnlich erhoht
im Vergleich zu den Kontrollfillen. Hinsichtlich der Mikrogliaaktivierung zeigte sich
spinal nur bei MS eine signifikant erhohte Mikrogliaaktivierung. Auch
Mikrogliakndtchen traten nur in der spinalen NAWM bei MS vermehrt auf. Erst
kiirzlich wurde das Auftreten von Mikrogliaknétchen in der NAWM unmittelbar mit der
Schadigung und Degeneration von Axonen in Zusammenhang gebracht (Singh et al.

2013).

Die vermehrte Mikrogliaaktivierung und Bildung von Mikrogliakndtchen in der
spinalen NAWM bei MS konnten zu den deutlich ausgeprigteren akuten axonalen

Verdnderungen im Riickenmark bei MS beitragen.

Der Verlust der axonalen Dichte war in der spinalen NAWM bei MS und NMO &dhnlich
stark ausgeprigt (beide um ca. 40%) im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Wéhrend
bei der MS auch zerebral ein sehr geringer axonaler Verlust nachweisbar war (ca. 5%),
konnte bei der NMO keine verdnderte axonale Dichte im Gehirn beobachtet werden.
Der akute axonale Schaden (APP'-Axone) war zerebral bei beiden Erkrankungen
dhnlich ausgeprigt, wobei er quantitativ bei NMO geringer ausgepriagt war. Allerdings
wiesen Patienten mit MS einen hoheren Anteil dephosphorylierter Axone in der
zerebralen NAWM auf als Patienten mit NMO. Die deutlichste akute axonale
Schadigung fand sich allerdings spinal und war nur bei der MS nachweisbar. Dort fand
sich eine erhohte Zahl akut geschidigter Axone auf das 4,7fache im Vergleich zu den
Kontrollen, wéhrend die NMO-Fille diesbeziiglich den Kontrollfdllen dhnelten. Die
signifikant erhohte akute axonale Schiddigung in der spinalen NAWM konnte eine

mogliche Erklarung fiir die Progredienz des Krankheitsverlaufes bei MS sein.

Vergleicht man die Zahl reaktiver Astrozyten in der NAWM beider Erkrankungen, wird
deutlich, dass zerebral und auch spinal mehr reaktive Astrozyten bei NMO als bei MS
nachweisbar waren. Vermutlich kommt es bei der NMO in der NAWM zu einer

deutlicheren astroglialen Regeneration als bei der MS, da bei der NMO Astrozyten in
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Lisionen spezifisch durch NMO-IgG depletiert werden. In der vorliegenden Arbeit war
die relative Zahl p25'-Oligodendrozyten bezogen auf die axonale Dichte sowohl in der
zerebralen, als auch spinalen NAWM von MS-Patienten erhoht. Bet NMO war die
Dichte hingegen vergleichbar zu den Kontrollfdllen. Diese relativ erhohte
oligodendrogliale Dichte in der NAWM bei MS deutet mdoglicherweise auf eine
verstirkte oligodendrogliale Regeneration in der NAWM hin. Die Zahl p25'-
Oligodendrozyten erscheint bei NMO proportional zur axonalen Dichte und

vergleichbar zu den Kontrollfdllen zu sein.

Im Parenchym der Méuse mit chronischer EAE wurde, im Gegensatz zu den humanen
Erkrankungen, eine gréflere Menge an T-Lymphozyten in der NAWM detektiert. Thre
absolute Anzahl war mit dem Grad der Demyelinisierung assoziiert. Im spinalen
Gewebe der Kontrollmduse waren T-Lymphozyten nahezu nicht vorhanden. Die
gesteigerte T-Lymphozyteninfiltration diirfte u.a. auf den deutlich kiirzeren
Krankheitsverlauf der Tiere im Vergleich zu den humanen Erkrankungen
zuriickzufiihren sein. In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen im humanen
Gewebe war die Mikrogliadichte in der NAWM von Maiusen mit chronischer EAE -
verglichen mit Kontrollen - ebenfalls erhoht. Neben der Mikrogliaaktivierung wurde
auch das Vorhandensein von Mikrogliaknétchen untersucht. In der NAWM des
Riickenmarks von MS-Patienten wiesen iliber 80% Mikrogliaknétchen auf, verglichen
mit lediglich 33% im Gewebe der Kontrollen. In der NAWM der Méiuse mit
chronischer EAE traten Mikrogliaknotchen bei den meisten Tieren auf, bei den
Kontrollen waren sie dagegen vollstindig abwesend. Die gesteigerte Haufung der
Mikroglia in der spinalen NAWM bei MS und den Méusen mit chronischer EAE konnte

zur akuten axonalen Schadigung des Gewebes beitragen.

In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen im humanen Gewebe war die axonale
Dichte in der NAWM von Maiusen mit chronischer EAE im Vergleich zu den
Kontrolltieren ebenfalls reduziert. Der Verlust der axonalen Dichte stieg mit dem Grad
der Demyelinisierung. Jedoch erreichte der axonale Verlust selbst bei Mausen mit
einem hohen Ausmal} spinaler Lésionen (ca. 21%) nur etwa die Hilfte der spinalen
Werte beim Menschen (ca. 40%). Ebenso war der akute axonale Schaden bei Méusen
mit EAE, welche ein hohes Ausmal} spinaler Lasionen aufwiesen, wie auch im spinalen

Parenchym von MS-Patienten deutlich erhdht.
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Wie auch im humanen Riickenmark wurde eine erhohte Dichte reaktiver Astrozyten in
der NAWM von Miusen mit chronischer EAE beobachtet, wobei diese Verdnderungen
mit dem Grad der Demyelinisierung zunahmen. Auch die Zahl p25 -Oligodendrozyten
war im Vergleich zu den Kontrollen erhdht. Die Astrozyten beeinflussen die Ausreifung
der oligodendroglialen Zellen, was zu Neuroprotektion und Remyelinisierung beitragen

konnte.
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4.5 Ausblick

Bisherige pathologische Untersuchungen haben sich hauptsidchlich auf die fokalen
Lasionen der weillen Substanz von demyelinisierenden Erkrankungen konzentriert.
Neuere bildgebende Studien weisen jedoch immer deutlicher auf die Beteiligung der
NAWM bei MS hin. In der vorliegenden Arbeit konnten deutliche Verdnderungen in
der NAWM nicht nur bei MS, sondern auch bei NMO, nachgewiesen werden. Die
vorliegenden Ergebnisse liefern die ersten Hinweise darauf, dass sich die
Veranderungen in der NAWM beider Erkrankungen teilweise deutlich unterschieden.
Fiir ein besseres Verstindnis dafiir, wie Verdnderungen in der NAWM zur klinischen
Symptomatik der Erkrankungen beitragen, sind allerdings weitere Untersuchungen
erforderlich. Zudem werden weitere Studien auch zeigen miissen, ob die Verdnderungen
in der NAWM bei NMO dhnlichen Mechanismen wie bei MS unterliegen und welche
anderen pathophysiologischen Mechanismen den unterschiedlichen Erkrankungsverlauf

erkldren und letztendlich Hinweise auf optimale Therapieansitze liefern konnten.

Der Vergleich zwischen Mensch und Tier zeigt, dass auch das Tiermodell der
experimentell induzierten chronischen EAE bei Méusen Hinweise zur Pathogenese der
Verinderungen in der NAWM liefern kann. Der Vergleich macht jedoch auch deutlich,
dass aus Tiermodellen gewonnene Forschungsergebnisse immer einer kritischen

Priifung unterzogen werden und nicht zwingend direkt {ibertragbar sein miissen.
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5 Zusammenfassung

Die héufigste entziindlich-demyelinisierende Erkrankung des ZNS ist die Multiple
Sklerose (MS). In der chronischen Phase der MS kommt es meist zur Progression der
klinischen Defizite, wobei davon ausgegangen wird, dass neben den fokalen Lisionen
in der weilen Substanz auch Verdnderungen der normal erscheinenden weillen
Substanz (normal appearing white matter, NAWM) eine wichtige Rolle fiir den
heterogenen und progredienten Krankheitsverlauf spielen. Die seltenere entziindlich-
demyelinisierende Erkrankung Neuromyelitis optica (NMO), bei der meist Antikorper
gegen Aquaporin-4 (AQP4) nachgewiesen werden konnen, zeichnet sich im Gegensatz

zur MS durch eine relative klinische Stabilitdt zwischen den Schiiben aus.

Das Hauptziel dieser Arbeit bestand darin, die Verdnderungen in der NAWM bei den
beiden Erkrankungen im Vergleich zu gesunden Kontrollfdllen zu untersuchen. Dabei
sollte die Hypothese getestet werden, dass sich bei der MS deutlichere
axondegenerative Verdnderungen - als Korrelat der schleichenden klinischen
Verschlechterung - finden. Ergdnzend wurden zudem auch die Verdnderungen der
NAWM an Méusen mit experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis (EAE), dem

héufigsten Tiermodell der MS, untersucht.

Methodisch wurden die zerebralen und spinalen Verdnderungen in der NAWM an
Autopsiegewebe von 24 Patienten mit MS und fiinf Patienten mit NMO
histopathologisch hinsichtlich entziindlicher, axonaler und glialer Parameter analysiert.
Des Weiteren wurden dhnliche Untersuchungen in der NAWM im Riickenmark von
Maiausen mit EAE mit unterschiedlicher Lésionslast und gesunden Kontrolltieren

durchgefiihrt.

Die Untersuchungen in der NAWM beider humaner chronisch-demyelinisierender
Erkrankungen zeigte eine weitgehend &hnliche Dichte an T-Lymphozyten und
aktivierter Mikroglia, wéahrend Mikrogliaknétchen nur in der spinalen NAWM bei MS
vermehrt nachweisbar waren. Bei der MS und der NMO zeigte sich ein dhnlicher
axonaler Verlust von ca. 40% in der spinalen NAWM im Vergleich zu gesunden
Kontrollfiallen. Wéhrend bei der MS auch zerebral ein sehr geringer axonaler Verlust
nachweisbar war (ca. 5%), konnte bei der NMO keine verdnderte axonale Dichte im
Gehirn nachgewiesen werden. Der deutlichste Unterschied zwischen den beiden

Erkrankungen war eine signifikante 4,7fache Erhohung APP" akut geschidigter Axone
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Zusammenfassung

im Riickenmark bei MS, NMO-Fille zeigten hingegen in der spinalen NAWM ebenso
wenig akut geschidigte Axone wie die Kontrollfille. Zerebral zeigte sich bei beiden
Erkrankungen eine geringgradig erh6hte Dichte akut geschiddigter Axone im Vergleich
zu den Kontrollen. Beide Erkrankungen zeigten mehr reaktive Astrozyten in der
NAWM als Kontrollfdlle, wobei die reaktive Gliose bei den NMO-Féillen sowohl
zerebral als auch spinal ausgeprégter als bei MS war. Nur bei der MS zeigte sich sowohl
zerebral als auch spinal ein signifikanter Anstieg des Quotienten der p25'-

Oligodendrozyten relativ zur axonalen Dichte.

Im Vergleich zu gesunden Tieren zeigten Miuse mit EAE in der spinalen NAWM eine
Zunahme der T-Zellen, der aktivierten Mikrogliazellen, der akuten axonalen
Schéadigung, des axonalen Verlusts (bis zu 21%) sowie einen Anstieg der oligo-
dendroglialen und astrozytdren Dichte. Die meisten dieser untersuchten quantitativen
Verianderungen nahmen mit der Lasionslast der Tiere zu, was darauf hindeutet, dass bei
den Méusen die Verdnderungen in der spinalen NAWM mit dem Ausmal} der spinalen

Demyelinisierung im Zusammenhang stehen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass beide humane Erkrankungen deutliche
entziindliche und gliale Verdnderungen in der NAWM zeigten. Hinsichtlich der glialen
Parameter fand sich nur in der NAWM bei MS eine signifikante Erhohung der
oligodendroglialen Zellen relativ zur axonalen Dichte als moglicher Hinweis auf
oligodendrogliale Regeneration. Hingegen zeigte sich bei der NMO der deutlichste
Anstieg reaktiver Astrozyten sowohl in der zerebralen als auch in der spinalen NAWM,
was am chesten auf die ausgeprigtere astrogliale Regeneration bei dieser Antikorper-
vermittelten Erkrankung mit primérer astrozytdrer Schiadigung hindeutet. Bei beiden
Erkrankungen fand sich ein signifikanter spinaler axonaler Verlust in der NAWM, aber
nur bei der MS war eine deutliche akut ablaufende axonale Schadigung in der NAWM
im Riickenmark nachweisbar. Dies konnte ein mogliches pathologisches Korrelat fiir
die klinische Progredienz bei chronischer MS sein. Weitere Analysen sind erforderlich,
um zu ermitteln, wie es zur vermehrten akuten axonalen Schiadigung im Riickenmark
bei MS kommt und welche Faktoren - wie beispielsweise spinale Mikrogliakndtchen -
hierbei eine Rolle spielen. Die vorliegenden Erkenntnisse konnen zu einem besseren
Verstindnis der beiden humanen Erkrankungen und potentieller kiinftiger Therapien

beitragen.
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Tabelle 9: Verwendete Substanzen

Substanz

Bezugsquelle

Ammoniaklosung (32%)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Chloralhydrat (14%) in Aqua bidest.

Fagron GmbH & Co. KG, Barsbiittel, Deutschland

DAB (3-3’-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

DePeX Mounting medium

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

EDTAOS5M

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

EDTA1M

Calbiochem®/Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eosin-G Certistain®

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Essigsaure 100% (Eisessig)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol absolut (Isopropanol)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

ExtrAvidin®

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

fetal calf serum (FCS)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Formalin

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

goat serum

PAA Laboratories GmbH, Austria

Ketamin (10%)

Medistar Arzneimittelvertrieb GmbH, Ascheberg, Deutschland

Lithiumcarbonat (0.05%)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Luxol-Fast-Blue (LFB)

BDH Laboratory supplies, VWR Int. Ltd., UK

Mannide monooleate

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Mayers Hamalaunlésung

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

MOG3s.55 (4 mg/mlin PBS)

Institut fiir Medizinische Immunologie, Universitatsklinikum
Charité, Berlin, Deutschland

Mycobacterium tuberculosis H37RA

Difco Laboratories, Augsburg, Deutschland

Natriumhydroxid NaOH, 1M

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumthiosulfat-Pentahydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Paraffin Paraplast Plus

Tyco Healthcare GmbH, Deutschland

Paraffinol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

PBS (phosphate-buffered saline)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Perjodsaure

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Pertussis-Toxin (PTx 100 ng/ul in PBS)

List Biological Laboratories, London, UK

Salpetersaure (65%)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Salzsdure HCI, 1M

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Schiff'sches Reagenz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Silbernitrat AgNO3

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Tris: Trizma® base

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Wasserstoffperoxid H,0, (30%)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Xylazin (2%)

Riemser Pharma GmbH, Greifswald- Insel Riems, Deutschland

Xylol

J.T.Baker, Deventer, Niederlande

Zitronensdure-Monohydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Tabelle 10: Verwendete Losungen und Reagenzien

Losung Zusammensetzung
Bielschowsky-Entwickler Formalin (37%) 20 ml
(Bielschowsky-Silberimpragnation) Aqua bidest. 100 ml
Zitronensdure-Monohydrat 0,5g
konzentrierte Salpetersaure (65%) 1 Tropfen
CFA IFA 15 ml
(complete Freund’s adjuvant) Mycobacterium tuberculosis H37RA 100 mg
- Mykobakterien-Konzentration 6,66 mg/ml
Citrat-Puffer (10 mM) Zitronensdaure-Monohydrat 2,1014 g
(Immunhistochemie) Aqua bidest. 11
- pH auf 6,0 einstellen
DAB PBS 49 ml
(Immunhistochemie) DAB 1ml
30% H,0, 20 ul
FCS/PBS-Lésung, 10%ig PBS 9 ml
FCS (fetal calf serum) 1ml
HCI-Alkohol-Losung, 1%ig Isopropanol 1750 ml
(auch: HCI-Alkohol) Aqua dest. 750 ml
Salzsdure (25%) 25 ml
IFA Paraffinol 85%
(incomplete Freund’s adjuvant) 15%

Emulgator Mannide monooleat

Isopropanol
in verschiedenen Konzentrationen

Ethanol absolut bis zur gewlinschten Konzentration

mit Aqua dest. verdiinnt

Isoxylol Xylol und Isopropanol zu gleichen Teilen
LFB-Losung LFB in 1g
(LFB/PAS-Farbung) 96%igem Ethanol I16sen 5ml
10%ige Essigsaure zusetzen 11
filtrieren
MOG;s.55/CFA-Emulsion MOG;3s.55 (4 mg/ml in PBS) 500 pl
(MOG3s.55 Img/ml in CFA) PBS 500 ul
CFA 1ml
Natrium-Thiosulfat-Lésung, 2%ig Natriumthiosulfat-Pentahydrat 10g
(Bielschowsky-Silberimpragnation) Aqua dest. 500 ml
Perjodsdure, 1%ig Perjodsaure 1g
(LFB/PAS-Farbung) Aqua bidest. 99 ml
PFA-LOsung, 4%ig PFA 40¢g
in Aqua bidest. I6sen und unter 500 ml

Ruhren auf 60-65 °C erhitzen

1 M NaOH zugeben, bis die Lésung
klar wird

1 x PBS
- pH auf 7,4 einstellen

Einige Tropfen

500 ml
=1l
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Silbernitrat-Losung, 20%ig
(Bielschowsky-Silberimpragnation)

AgNO; 15g

Aqua dest. 75 ml

Tris/EDTA
(Immunhistochemie)

Trizma base (10 mM) 121g

wassrige Eosin-Losung, 1%ig
(HE-Farbung)

EDTA 1mM 1 mlvon 1M EDTA
Aqua bidest. 1l

- pH auf 9,0 einstellen

Eosin G Certistain® 2g

70% Isopropanol 198 ml

Eisessig 2 Tropfen

- Filtration

M = Mol; mM = Millimol

Tabelle 11: Gerite und relevante Verbrauchsmaterialien

Gerite/Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Deckglaser 24 x 36 mm

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland

Digital-Mikroskopkamera DP 71

Olympus, Hamburg, Deutschland

Einbettautomat TP 1020

Leica, Deutschland

Okular WH10X-H/22 mit Zahlgitter

Olympus Corporation, Tokyo, Japan

Okular WH10X-H/22 mit Axonzahlgitter

Olympus Corporation, Tokyo, Japan

Lichtmikroskop BX-41

Olympus Corporation, Tokyo, Japan

Mikrotom Leica SM 2000R

Leica Microsystems GmbH, Nussloch, Deutschland

Objekttrager SuperFrost®Plus

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland

ParaffinausgieRstation Histocentre 2A

Shandon, Frankfurt, Deutschland

pH-Meter

WTW, Hamburg, Deutschland

Pipetten, Research

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortexer Heidolph Reax top

Heidolph Insruments, Schwabach, Deutschland
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Tabelle 12, Teil 1: Klinische Daten humaner Autopsiefalle — altersentsprechende gesunde Kontrollen

. .. PMI
Diagnose Fall Alter* Geschl. Vorerkrankungen/klinische Angaben Todesursache (Tage)
Kontrollen K1 63 Meningeosis carcinomatosa bei unbekanntem Primartumor; Hypertonus; Diabetes k. A. 1

mellitus; Niereninsuffizienz

K2 70 Z.n. Rectumcarcinom; infrarenales Bauchaortenaneurysma; Cholecystolithiasis; Adiposi- Asystolie 1
tas; Steatosis hepatis; mediale Bachwandhernie; dauerhafte Double-J-Schienung links bei
Harnleiterenge; aktuell Radiotherapie bei lymphogen metastasiertem Bronchialcarcinom
und mediastinaler Infiltration; lleussymptomatik

K3 80 V. a. akute Leukdamie; arterielle Hypertonie; kompensierte Herzinsuffizienz; nicht insulin-  Exitus letalis bei fulminanter Bradykardie 3
abhangige Diabetes mellitus Typ 2 und Asystolie

K4 42 vorbestehende 3-Gefal-KHK; 8 Tage vor dem Versterben kardiogen und SIRS bedingter Exitus letalis bei Lungenédem und 1
Schock, Kammerflimmern mit CPR; Stentimplantation Asystolie, V. a. Reinfarkt

K5 54 unbekannte KHK; Hypotonie mit Schockzeichen, intermittierende Asystolie, Stentimplanta-  Exitus letalis bei kardiogenem Schock und 1
tion; Raumforderung rechter Hilus Lymphknoten, DD Bronchialcarcinom elektromechanischer Entkopplung

K6 45 k. A. AuBeres + inneres Verbluten nach k. A.

Durchtrennung des Vorderhalsen und
Stichverletzungen von Herz, Lunge, Leber

K7 81 Sepsis bei V. a. Bronchopneumonie; Aufnahme aufgrund eines akuten Koronarsyndroms;  Sepsis 1
Niereninsuffizienz

K8 64 V. a. Leberversagen oder toxische Veranderung Asystolie 2

K9 67 Aufnahme bei V. a. septischer Schub bei Endokarditis der Mitral- und Aortenklappe; septisches Multiorganversagen 1
Pneumonie, Pleuraergiisse, Nierenversage

K10 65 bekannte Tachyarrhythmia absoluta bei Vorhofflimmern, Marcumartherapie; med. Th. bei V. a. Lungenembolie k. A.
chronischer Polyarthritis; bekannte Eisenmangelandmie; Adipositas; bei Aufnahme
Induzierte Lungenfibrose und atypische Pneumonie

K11 73 Prostatacarcinom, Z. n. R1- Resektion; Blasencarcinom, Z. n. RO- Resektion; Neoblase Sepsis/Urosepsis 1

K12 56 Rezidiv eines Nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom (NSCLC) kardiogener Schock 2

K13 54 bekannte 3-GefaB-KHK + infrarenales teilthrombosiertes Bauchaortenaneurysma + Ruptur des Bauchaortenaneurysmas 3

Mitralinsuffizienz Grad II; Z. n. akutem Nierenversagen + mediastinale Lymphadenopathie;
bei Aufnahme kardiogener Schock bei hochgradiger Aortenstenose, anschlieRend
Aortenklappenersatz mit dreifacher ACB

* Alter zum Zeitpunkt des Todes; KD (Jahre) = Krankheitsdauer in Jahren; Geschlecht: m = mannlich, w = weiblich; PMI = Postmortemintervall: Zeitraum zwischen Eintritt des Todes und Fixierung des Gehirns

in  Formalin;

k. A.

keine

Angabe

hierzu im Befund vermerkt; V.a. = Verdacht auf, Z.n. = Zustand

nach;

0.p.B. = ohne pathologischen

CPR = cardiopulmonale Reanimation; KHK = Koronare Herzkrankheit; med. Th. = medikamentdse Therapie; SIRS = Systemic Inflammatory Response Syndrome

Befund;
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Tabelle 12, Teil 2: Klinische Daten humaner Autopsiefille — Patienten mit Multipler Sklerose (MS)

. KD PMI
Diagnose Fall Alter* Geschl. Verlauf Symptome Todesursache
(Jahre) (Tage)
MS MS1 61 6 k. A. k. A. k. A. k. A.
MS2 67 k. A. k.A. k. A. zur MS-Symptomatik; Nebenbefunde: Chron. Polyarthritis, Hyper-  Biventrikuldres Herzversagen 1
tonus, KHK, rezidivierende Myokardinfarkte, Arteriosklerose
MsS3 56 k. A. PMS k. A. zur MS-Symptomatik; Nebenbefunde: Morbus Crohn fulminante Lungenembolie 1
ms4 36 k. A. PPMS Degeneration der linken Pyramidenbahn bis ins Sakralmark; Befall des N.  Lungenembolie k. A.
opticus
MS5 56 9 PMS k. A. k. A. 1
MS6 61 k. A. k.A. k. A. zur MS-Symptomatik; Nebenbefund: Pneumonie, KHK, Z. n. Herzin-  Myokardinfarkt k. A.
farkt, Z. n. Unterschenkelamputation wegen PAVK, Dekubitalulzera
MS7 42 k. A. k. A. k. A. k. A. k. A.
Ms8 39 >10 PMS  k.A. zur MS-Symptomatik, wegen MS im Pflegeheim; Nebenbefund: V. a. lleus k. A.
Pneumonie, Milztumor
Ms9 77 >3 k.A. koA respiratorische und rechtskardiale k. A.
Insuffizienz bei beidseitig aktiver azinds-
noddser reaktivierter Lungentuberkulose
MS10 59 36 SPMS SPMS seit 12 Jahren; spastische Paraparese, hochgradige Stand- und k. A. k. A.
Gangataxie
MsS11 66 12 PPMS spastische Paraparese, ataktische Gangstorung, Harninkontinenz, lleus k. A.
Aufnahme bei deutlicher Verwirrtheit, Verschlechterung des Gangbildes
und Erndhrungszustands; Medikamentenintoxikation bei Einnahme von
Baclofen
MsS12 41 >10 k.A. seit Jahren bettldgerig, Arme nur noch schwach hebend, schizoaffektive  akutes Rechtsherzversagen aufgrund k. A.
Storung; Nebenbefund: Atherosklerose, Z. n. Vorderwandinfarkt; chron.  einer Lungenarterienembolie
karnifizierte Pneumonie
Ms13 47 25 SPMS  Optikusneuritis; Visus beidseitig vermindert, hohergradige Paraplastik k. A. 6

und Blasenentleerungsstérung, skandierende Sprache, progrediente
Gangstorung

AS
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MsS14

74

>10

PMS

MS-Diagnose erst durch neuropathologische Untersuchung im Rahmen
einer Autopsie. Gehen nur mit Gehilfe, Bewegungsstorung des rechten
Beines (damals einer Arthritis zugeschrieben); Muskelatrophie des
rechten Armes; fraglich positives Babinskizeichen bilateral; paranoide
Personlichkeitsstorung; Glaukom linkes Auge

Bronchopneumonie k. A.

MS15

54

11

SPMS

Optikusatrophie bilateral, links starker; Asymmetrie der Pupillen, links
groBer und ohne Reaktion auf Licht; Hemiparese rechts; M. trapezius
Schwiche links und abstehendes Schulterblatt; Babinskizeichen bilateral

metastasierendes Tonsillenkarzinom k. A.

MS16

66

>10

PMS

k. A.

akuter Myokardinfarkt k. A.

Ms17

60

14

PPMS

Verschlechterung des Gangbildes, progrediente Taubheit beider FiRe;
ataktische Gangstorung; spastische Paraparese; Harninkontinenz;
Hypoalgesie unterhalb Th10; bilateral positives Babinskizeichen;
Symptome eines Morbus Meniere; Migrane; Hyperreflexie und deutliche
Schwaéche aller Extremitaten; fehlende Bauchreflexe

Aneurysma-Ruptur A. carotis interna k. A.

MsS18

76

34

SPMS

Taubheit rechte Hand; Schwé&che zunachst im rechten Bein, dann
bilateral, bis zur Paraparese, auf Rollstuhl angewiesen Uber 25 Jahre;
Diplopie; homonyme Hemianopsie, nach links; ischamische Infarkt, dann
Paralyse rechter Arm und rechte Gesichtshalfte, Deviation des Palatum
nach links und der Zunge nach rechts; Dysarthrie; geistig wach; Verlust
Wairgreflex; bilateral positives Babinskizeichen; Reflexe in den Beinen
abwesend, in den Armen je 3/4; Blaseninkontinenz; "burned out" MS
(keine Verschlechterung des Krankheitsbildes in den letzten 15 Jahren
bis zum Infarkt)

akute Aspiration und Hypoxie k. A.

Ms19

59

16

SPMS

verminderter Kornealreflex; nur schwache Reaktion der Pupillen auf
Licht; internukleare Parese von Hirnnerven; Lshmung des VI Hirnnerves;
Lahmung rechter Gesichtshélfte; spastische Flexor-Kontraktionen der
Arme und Erschlaffung der Beine, an Rollstuhl gebunden; Hyporeflexie;
Hypodsthesie unterhalb des Nabels; VergréRerte Ventrikel bei zerebraler
Atrophie; zudem metastasierender Brustkrebs; Bischoff's Myelotomie;
erschwerte Atmung, Rasselgerdusche, Kurzatmigkeit; Sepsis aufgrund
rezidivierender Harnwegsinfektion

Sepsis k. A.

Ms20

66

34

SPMS

Beinschwache, Kribbeln in den Beinen; dann milde Optikusatrophie,
Tetraparese; Harninkontinenz; Schwund der Handmuskulatur; rege
Reflexe mit positiven Babinskizeichen; geistig wacher Zustand;
Aorteninsuffizienz; links Ventrikelhypertrophie; Fieber und erhohte
Leukozytenzahl (21 000 /ul); Fieber zentralen Ursprungs; desorientiert
vor Todeseintritt; Morbus Paget des Schadels

bakterielle Endokarditis k. A.
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ms21 59 w 5 k.A.  Epilepsie; retrobulbare Neuritis; bilaterale  Optikusatrophie; = metastasierender Brustkrebs k. A.
Sensibilitatsstérungen FuRe, Knochel, Dermatome T9 und TI10;
Carcinoma medullare der Brust mit Metastasenbildung

MsS22 57 m 15 PPMS graduell progressive Beinschwache und Gangstorungen; Nystagmus zur k. A. k. A.
linken Seite; Gleichgewichtsstérungen; keine Pyramidenbahnzeichen;
graduell progressive spastische Gangstorung, spater ataktisch,
Unsicherheit, taumelnd und in jede Richtung abweichend, FuR
nachziehend; Darmmotilitdts- und Blasenentleerungsstorung; Tremor
und Dyskoordination aller Extremitaten; generalisierte Hyperreflexie;
bilateral positives Babinskizeichen; leicht beeintrachtigte
Vibrationsempfindung in den Beinen; Laborwerte und Lumbalpunktion
0. p.B.; Verdanderung der mentalen Leistungsfahigkeit; Reizbarkeit,
unangemessenes Verhalten; spastische Schwache der Beine;
Rumpfataxie; zerebrale Atrophie

mMs23 51 m 8 PPMS Schmerzen und Taubheit der Hifte und des Beines links; Lungenembolie k. A.

Spondylolisthesis L5-S1 mit anschlieBender Spondylodese; graduell
steigende Taubheit der linken Hand; Verdanderte Reflexe; sinkende
Libido; Darm- und Blasenentleerungsstorung, dann Harninkontinenz;
Prostatahypertrophie, nach Prostataektomie  Riickbildung der
Harninkontinenz; bitemporal Blasse der Papilla nervi optici; verstrichene
Nasolabialfalte links und starkerer M. masseter rechts; nach Sturz
Einengung des intervertebralen Raumes Hohe C5-6 und in dessen Folge
viele weitere Symptome, Parasthesien aller Extremitdten, Schwache in
den Beinen, Spastik im rechten Bein

MS24 k. A. w 17 SPMS  Beginn mit Visustriibung, Schwache im linken Bein und Arm; Taubheit in ~ Bronchopneumonie k. A.
den Beinen; schwankende Gangart; zunachst milde geistige Verwirrung
mit einer milden Demenz; bilateral positiven Babinskizeichen; spater
massive mentale Beeintrachtigung; Paralyse der unteren Extremitdten
mit erhohtem Tonus; bilateral Internukledre Ophthalmoplegie;
Harninkontinenz; Trigeminusneuralgie

* Alter zum Zeitpunkt des Todes; KD (Jahre) = Krankheitsdauer in Jahren; Geschlecht: m = mannlich, w = weiblich; PMI = Postmortemintervall: Zeitraum zwischen Eintritt des Todes und Fixierung des Gehirns
in  Formalin; k.A. = keine Angabe hierzu im Befund vermerkt; V.a. = Verdacht auf, Z.n. = Zustand nach; o.p.B. = ohne pathologischen Befund;
CPR = cardiopulmonale Reanimation; KHK = Koronare Herzkrankheit; med. Th. = medikamenttse Therapie; PAVK = peripheren arteriellen Verschlusskrankheit; SIRS = Systemic Inflammatory Response
Syndrome
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Tabelle 12, Teil 3: Klinische Daten humaner Autopsiefille — Patienten mit Neuromyelitis optica (NMO)

Diagnose Fall

Alter* Geschl.

KD
(Jahre)

Symptome

PMI
(Tage)

Todesursache

NMO NMO1

69 w

18

rezidivierende Diplopie; folgende klinischen Angaben traten innerhalb der letzten
sechs Monate auf: Schmerzen in der Brust, verstarkt durch Anstrengung/Husten,
nachlassend, nachfolgend Empfindungs-Stérung; Schmerzen im Riicken Héhe
T6-T8, verstarkt durch Bicken/Husten; progressive Beinschwache, Tremor linkes
Bein, besonders beim  Gehen; Taubheit/fehlendes  Schmerz- und
Temperaturempfinden linke Seite vom Bauchnabel bis Fuf3; Darmmotilitats- und
Blasenentleerungsstérung; Reflexe normal; weitere Empfindungsstérungen
Dermatome T6-8 und unterhalb von T10; Alle Labortests unauffallig; schlieflich
hypotone Paralyse beider Beine, fehlender tiefer Sehnenreflex und erhéhter
Proteingehalt im Liquor; Symptome teilweise abklingend; folgend Armschwache,
Beinzucken; Harninkontinenz, leichte Muskelschwache facial rechts; reduzierte bis
fehlende Reflexe in den Beinen, positives Babinskizeichen; schlieflich Tetraparese,
Zungenparese und Palatum-Paralyse, bewegungslose Gesichtsmuskeln, schwache
Augen- und Lidbewegungen, geistig wach, kommunizierte Uber Augen-/
Augenlidbewegungen und Nicken; bald darauf traten Benommenheit und komato-
ser Zustand bis zum Tod ein;

es wurde keine NMO-IgG/AQP4-Ak Serum-Diagnostik durchgefiihrt

protrahierter schwerer NMO-Schub mit k. A.

Hirnstammlasion

NMO2

49 w

0,3

Visustriibung; spastische Paralyse rechte obere und beide untere Extremitaten,
spastische Parese linke obere Extremitdt; Vertigo; Blasenentleerungsstérung;
es wurde keine NMO-1gG/AQP4-Ak Serum-Diagnostik durchgefiihrt

k. A 1

NMO3

44 w

1,25

spastische Tetraparese; sensibles Querschnittssyndrom; Z. n. Neuritis nervi optici,
rezidivierend; lymphozytdre Pleozytose; Blasen- und Mastdarmstorung;
positiver NMO-IgG/AQP4-Ak Serumtest

ausgedehnte, destruierende k. A.

Kleinhirnblutung

NMO4

77 w

24

Tetraparese, sensomotorische Querschnittssymptomatik; Erblindung; granulo-
lymphozytare Pleozytose; histologischer AQP4-Verlust;

es wurde keine NMO-IgG/AQP4-Ak Serum-Diagnostik durchgefiihrt

akute Koronarinsuffizienz mit links k. A.
pravalierender kardialer

Dekompensation

NMO5

72 m

0,75

Querschnittssyndrom in Hohe Th4 bis C9; Nebenbefund: Paragangliom in
Assoziation zur Riickenmarkslasion; positiver NMO-1gG/AQP4-Ak Serumtest

Hirnstammlasion k. A.

* Alter zum Zeitpunkt des Todes; KD (Jahre) = Krankheitsdauer in Jahren; Geschlecht: m = mannlich, w = weiblich; PMI = Postmortemintervall: Zeitraum zwischen Eintritt des Todes und Fixierung des Gehirns
in Formalin; k. A. = keine Angabe hierzu im Befund vermerkt; V. a. = Verdacht auf; Z. n. = Zustand nach; o. p. B. = ohne pathologischen Befund
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Tabelle 13, Teil 1: Alle Ergebnisse in der Ubersicht — Auswertung: Hirn humaner Autopsiefille

allgemeine Daten Ergebnisse Hirn
Diagnose  Fall | Alter* (JaKhDre) Geschl. subk::i‘f('a '\I’L ';';;i'on** X CD3*/mm? SC°L‘;§D3+ s°°"[eo'_(;';"1w ST\::KK['OM/:]P "| % Biel.* [%] | X APP*/mm? | X SMI32*/mm? | X p25*/mm? | X GFAP*/mm?
Kontrollen K1 63 -- m frontal 0,00 1 0,5 1 94,46 5,87 2,40 475,20 69,82
K2 70 - m frontal 0,13 2 0,5 0 100,72 3,73 3,20 638,40 70,55
K3 80 - w parietal 0,13 2 1 0 102,07 3,73 7,20 345,60 77,82
K4 42 - m frontal, parietal 0,27 1,5 0,25 0 108,11 7,73 5,60 567,20 89,09
K5 54 - w frontal, parietal 0,40 1,5 0 0 102,96 3,73 2,80 400,80 82,91
K6 45 - m | frontal 2x 0,20 1,75 0,25 0 97,37 9,33 2,40 636,00 72,00
K7 81 - m | frontal 2x 0,07 1,5 1 0 96,69 2,13 3,60 608,00 75,27
K8 64 -- w frontal, parietal 0,20 1,5 0,5 0 88,64 6,67 3,20 406,40 90,91
K9 67 - m | frontal 2x 0,07 1 1 1 115,27 2,13 5,60 550,40 87,64
K10 65 - w frontal, parietal 0,33 1,5 0 0 102,07 4,80 1,60 392,00 78,18
K11 73 - m frontal, parietal 0,40 1,75 0,75 0 97,14 5,07 5,20 511,20 89,45
K12 56 - m frontal, parietal 0,25 0,5 0,25 0 99,60 4,00 6,80 444,00 94,55
K13 54 - m frontal 0,00 0,5 0,5 0 94,90 2,13 8,00 528,00 69,09
MS MmS2 67 k. A. m k. A. zerebral 0,67 1 1 0 91,32 9,60 - - --*
MS5 56 9 w | k. A. zerebral 0,93 1 0 1 89,98 18,67 86,40 419,20 92,37
MS7 42 k. A. m | parietal ¥ ¥ 1 1 92,67 10,67 43,20 724,80 56,72
MS8 39 >10 w frontal 1,47 2 0,5 0 100,72 9,60 29,60 771,20 61,82
MS9 77 >3 w frontal --* --* 0 0 90,43 3,73 11,20 568,00 74,18
MS10 59 36 m frontal 0,53 1,5 0,5 0 87,29 9,07 92,00 505,60 77,82
MS11 66 12 m parietal 0,27 2 0 0 109,68 14,40 53,60 465,60 74,18
MS12 41 >10 m frontal 0,27 1 0,5 0 108,33 6,40 16,00 459,20 64,00
MS13 47 25 w frontal, parietal 0,20 0,75 0,5 1 108,33 13,07 29,20 643,20 75,27
Ms14 74 >10 w | parietal 0,40 1,5 0 0 90,87 9,07 15,20 848,00 103,28
MS16 66 >10 m | frontal 2x 0,53 1,5 0,25 1 96,02 10,40 32,00 604,80 82,90
MS17 60 14 w frontal 2x 0,47 1,5 0,75 1 91,99 16,00 56,80 680,80 93,46
MS19 59 16 w parietal 0,80 1,5 1 1 90,43 18,13 42,40 883,20 88,72
MS20 66 34 m frontal 0,40 2 1 1 93,56 25,60 78,40 432,00 90,91
MS21 59 5 w frontal 0,27 1 0,5 0 84,61 4,80 9,60 598,40 64,00
MS22 57 15 m frontal 2x 0,13 1,5 0,5 0 90,43 14,93 33,60 512,00 69,82
NMO NMO2 | 49 | 03 w | temporal, frontal 0,67 1,75 1 0 98,04 10,67 0,80 457,60 97,45
NMO4 77 24 w frontal, parietal - - 1 0 100,95 8,00 3,60 563,20 94,18
NMOS5 72 0,75 m k. A. zerebral 2x 0,60 2 0,5 0 105,87 7,47 18,40 405,60 106,91

* Alter zum Zeitpunkt des Todes; ** Anzahl ausgewerteter Blocke: bei Angaben von mehr als einem Block pro Fall und Hirn wurden alle Blocke einzeln ausgewertet. AnschlieRend wurde zur besseren
Verarbeitung der Daten der Mittelwert gezogen, sodass pro Fall und Hirn nur jeweils ein Datenwert angegeben wird. KD (Jahre) = Krankheitsdauer in Jahren; Geschlecht: m = mannlich, w = weiblich;
X = Mittelwert; VRR = Virchow-Robin-Raum; k. A. = keine Angaben hierzu im Befund vorhanden; MGK = Mikrogliaknétchen; -- * Die entsprechenden histologischen/immunhistochemischen Farbungen
konnten am vorliegenden Paraffinmaterial nicht etabliert werden
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Tabelle 13, Teil 2: Alle Ergebnisse in der Ubersicht — Auswertung: Riickenmark humaner Autopsiefille

allgemeine Daten

Ergebnisse Riickenmark

KD

Score CD3*

Score KiM1P*

Score KiM1P*

Diagnose  Fall Alter* (Jahre) Geschl. | NAWM spinale Region** | X CD3*/mm? VRR [0-2] MGK [0/1] X Biel.* [%] | X APP*/mm? | X SMI32*/mm? | X p25*/mm? | X GFAP*/mm?
Kontrollen K1 63 - m zervikal, thorakal, lumbal 2,04 1,83 0,33 1 76,92 14,76 - 213,87 110,55
K2 70 - m thorakal 0,00 1 0 0 104,35 6,40 -XE 283,20 112,00
K3 80 - w zervikal 0,53 1 1 0 92,09 8,00 Sk * 284,80 104,00
K4 42 - m zervikal 1,07 15 0 0 109,95 5,87 -XE 280,00 111,27
K6 45 - m zervikal 1,20 1 0,5 1 101,55 5,33 -k 363,20 99,64
K7 81 - m zervikal, thorakal, lumbal 0,49 0,67 1,33 1 104,81 6,22 Skx 271,47 120,97
K8 64 - w | zervikal 0,80 1 1 0 94,19 9,07 ok 246,40 127,27
K9 67 - m | zervikal, thorakal 0,67 1 1,5 1 108,55 6,67 ok 244,00 122,55
K10 65 - w zervikal 1,07 0,5 0 0 104,00 5,33 -XE 256,00 104,73
K11 73 - m | zervikal 1,33 1,5 1 0 114,15 7,47 ok 272,00 109,09
K12 56 - m zervikal 0,80 1 0,5 0 87,19 4,80 Sk * 240,00 100,36
K13 54 - m zervikal, thorakal 0,47 0,75 0,50 0 102,25 5,07 -XE 219,20 108,73
Ms MS1 61 6 m k. A. spinal 1,33 15 0,5 1 65,13 22,93 -XE 190,40 130,91
MsS3 56 k. A. m k. A. spinal 4,27 2 1 1 56,73 29,87 -XE 246,40 131,63
MS4 36 k. A. w k. A. spinal 2,13 1,5 2 0 58,48 29,87 k¥ 152,00 197,09
MS6 61 k. A. m lumbal 1,60 1,5 1 1 54,63 27,73 -k 190,40 175,28
MS10 59 36 m | zervikal 2,13 1,5 2 1 75,28 25,07 ok 345,60 134,54
MS15 54 11 m | thorakal, lumbal 1,60 1,25 1 1 68,28 18,40 Kk 205,60 150,18
MS16 66 >10 m C5-6, Th2, Th4-5 0,80 1 0,67 1 58,94 35,91 -XE 161,60 128,73
MS17 60 14 w | lumbal 0,80 1 2 1 53,92 44,27 ok 254,40 121,46
MsS18 76 34 m zervikal 0,53 1 1 1 53,57 43,73 -XE 185,60 141,82
Ms21 59 5 w zervikal 0,80 1 1 0 68,28 30,93 -XE 260,80 119,28
mMS23 51 8 m C2 1,07 2 2 1 51,82 65,60 k¥ 200,00 160,72
mMS24 k. A. 17 w C4 +C8 1,40 1 1 1 53,22 24,00 -XE 196,00 136,73
NMO NMO1 69 18 w C6 1,07 1 1 0 58,13 8,53 -k 169,60 136,00
NMO2 | 49 0,3 w | Th3 2x 1,20 1 1,25 0 51,12 X ok 176,80 172,36
NMO3 | 44 1,25 w | zervikal-thorakal 0,67 1 1 1 54,27 10,13 Kk 155,20 190,55
NMO4 77 24 w Cc1 --* 2 1 0 61,98 4,80 -XE 171,20 144,00
NMO5 72 0,75 m zervikal 2,13 2 1,5 0 60,58 10,13 -XE 152,00 192,00

* Alter zum Zeitpunkt des Todes; ** Anzahl ausgewerteter Blocke: bei Angaben von mehr als einem Block pro Fall und Riickenmark wurden alle Blocke einzeln ausgewertet. AnschlieRend wurde zur besseren
Verarbeitung der Daten der Mittelwert gezogen, sodass pro Fall und Riickenmark nur jeweils ein Datenwert angegeben wird. KD (Jahre) = Krankheitsdauer in Jahren; Geschlecht: m = ménnlich, w = weiblich;
X = Mittelwert; VRR = Virchow-Robin-Raum; k. A. = keine Angaben hierzu im Befund vorhanden; MGK = Mikrogliaknétchen; C = zervikales Riickenmark; Th = thorakales Riickenmark; L = lumbales
Ruckenmark; -- * Die entsprechenden histologischen/immunhistochemischen Farbungen konnten am vorliegenden Paraffinmaterial nicht etabliert werden; --** SMI32-Farbungen konnten zwar am
vorliegenden Paraffinmaterial etabliert werden, jedoch war im Riickenmark keine eindeutige Auswertung moglich (siehe Kapitel 2.3.1.5 SMI32"-geschadigte Axone)
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Tabelle 13, Teil 3: Alle Ergebnisse in der Ubersicht — Auswertung: Riickenmark der Mause

Score MAC3*

Score MAC3*

Gruppe Fall DM [%] X CD3*/mm? [0-2] MGK [0/1] X Biel. [%] X APP*/mm? X p25*/mm? | X GFAP*/mm?
gesunde Mause KMm1 0,0 16 0 0 110 36,8 537,6 1616
KM2 0,0 0 0 0 98 43,2 596,8 161,6
Km3 0,0 0 0 0 9% 41,6 542,4 176,0
KM4 0,0 0 0 0 9% 35,2 539,2 169,6
KM5 0,0 0 0 0 100 16,0 620,8 150,4
geringe Lasionslast _ EAEO1 1,73 24,0 05 1 87 40,0 678,4 2416
(< 5% DM; EAE ™) EApQ 2,47 25,6 05 1 86 46,4 691,2 182,4
EAEO3 1,77 20,8 05 0 82 38,4 836,8 174,4
EAEO4 2,36 24,0 0,5 1 99 27,2 753,6 219,2
EAEO5 4,44 30,4 1 1 82 2,4 772,8 2144
EAEO6 0,45 16,0 05 1 9% 40,0 756,8 163,2
EAEO7 3,08 27,2 0,5 1 81 38,4 691,2 172,8
hohe Lasionslast EAEOS 14,46 49,6 15 1 75 72,0 865,6 302,4
(10-15% DM; EAE ") “gaggo 11,32 41,6 1 1 86 56,0 728,0 195,2
EAE10 10,45 44,8 0,5 1 82 68,8 817,6 2288
EAE11 13,60 43,2 1 1 77 80,0 772,8 240,0
EAE12 11,91 41,6 1 1 76 57,6 9488 236,8
EAE13 10,80 44,8 0,5 1 80 49,6 830,4 171,2
EAE14 10,26 384 0,5 1 78 56,0 881,6 230,4

DM = Demyelinisierung; X = Mittelwert; MGK = Mikrogliaknétchen
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