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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Multiple Sklerose
Die Multiple Sklerose (MS) ist eine entzindliche, demyelinisierende Erkrankung des

zentralen Nervensystems (ZNS).

1.1.1 Geschichte

Schon sehr friih wurden erste Félle beschrieben, die mit den typischen Symptomen
einer MS einhergingen.

In der Island Saga von St. Thorlakr wurde uber die Wikingerfrau ,Hala“ berichtet,
dass sie voriibergehend in den Jahren zwischen 1293 und 1323 mehrfach erblindete
und Sprachstérungen entwickelte (Schmidt 2006). Beide Symptome bildeten sich
nach wenigen Tagen zurUck.

Genauere Beschreibungen der klinischen Symptomatik finden sich in dem Tagebuch
des Cousins von Queen Victoria, Augustus Frederick d’Este (1794-1848) (Firth 1941
und Landtblom et al. 2010): Mit 28 Jahren traten bei ihm erstmals - sich anschlieRend
vollstandig zurtckbildende - Sehstdrungen auf. FUnf Jahre spater entwickelten sich
Lahmungen der Beine sowie in den folgenden Jahren immer wieder
Sensibilitatsstérungen im Bereich des Unterbauches. Nach 13 Jahren war Augustus
Frederick d’Este rollstuhlpflichtig.

Die neuropathologischen Veranderungen der MS wurden erstmals 1868 von dem
franzosischen Arzt Charcot in der Pariser Nervenklinik Salpétriere beschrieben.
Charcot entdeckte eine disseminierte, perivaskular lokalisierte Ansammlung von
Entzindungszellen in Gehirn und Rickenmark von Patienten mit intermittierenden
Episoden von neurologischen Ausfallen (Charcot 1868).

Zunachst wurde die MS noch als eine ,Geisteskrankheit angesehen. Erst 1950
wurde sie auf einem New Yorker Symposium als organische Erkrankung eingestuft.
Wegweisend fir die Diagnostik der MS waren in den 1960er und 1970er Jahren
entwickelte Moglichkeiten der Liquordiagnostik mit dem Nachweis von oligoklonalen
Banden. Das CT fand Einzug und dank Young ist es seit 1981 moglich, mittels
Kernspintomographie (MRT) MS-Herde nachzuweisen und in ihrem Verlauf zu
beschreiben (Young et al. 1981). Eine 1972 von Halliday entwickelte Methode zur
Messung visuell evozierter Potentiale (VEP) dient noch heute der Diagnostik
(Halliday et al. 1973).
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1993 konnte ein grofRer Fortschritt in der Therapie der MS erreicht werden. Mit Beta-
Interferon wurde das erste Medikament zur Therapie der MS mit modifizierender
Wirkung auf den Krankheitsverlauf in den USA zugelassen. Zwei Jahre spater folgte
die Zulassung auch in Deutschland. Zahlreiche weitere Medikamente kamen bis
heute hinzu.

Immer wieder gab es Versuche, Kriterien zur Diagnosestellung der MS zu erstellen.
1945 wurden die Allison-Millar-Kriterien verdffentlicht. 1961 folgten die
Schumacherkriterien. Nach den McAlpine-Kriterien 1972 wurden im Jahr 1983
weitere Kriterien von Poser vertffentlicht (Poser CM und Brinar 2001).
Voraussetzung fur die Diagnose einer MS ist die drtliche und zeitliche Dissemination
von Lasionen. Die Poser-Kriterien stitzen sich auf die klinische Symptomatik und
berticksichtigen zudem Laboruntersuchungen.

2001 verdffentlichte McDonald diagnostische Kriterien (McDonald et al. 2001),
welche in den 2005 und 2011 revidierten Fassungen heute Giiltigkeit besitzen. Diese
beziehen erganzend die MRT-Bildgebung mit ein und ermdglichen daher eine friihe

Diagnosestellung bereits nach dem ersten Schubereignis.

1.1.2 Epidemiologie und geographische Verteilung

Die Multiple Sklerose ist eine der haufigsten neurologischen Erkrankungen junger
Erwachsener. In Deutschland sind ca. 122.000 Menschen an einer MS erkrankt (Hein
und Hopfenmiller 2000). Die Pravalenz betrdgt 30-60 pro 100.000 Einwohner
(Delank und Gehlen 2001) und zeigt eine ansteigende Tendenz (Poser S et al.
1989). Die Krankheit manifestiert sich meist im jungen Erwachsenenalter. Frauen
erkranken doppelt so haufig wie Manner. Das Pradilektionsalter liegt zwischen dem
20. und 40. Lebensjahr.

MS-Erkrankungen finden sich insbesondere in den geméalRigten Klimazonen (Martyn
und Gale 1997). In den Tropen tritt die Erkrankung so gut wie nicht in Erscheinung.
Die hochsten Erkrankungsraten findet man in Nordeuropa, Kanada und den USA,
wobei jewells fir den Norden dieser Gebiete hohere Erkrankungszahlen vorliegen als
fur den Suden. Auf der Stidhalbkugel verhélt sich dies spiegelbildlich, wobei jeweils

mit zunehmender Entfernung vom Aquator die Erkrankungsraten zunehmen.
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1.1.3 Klinik

1131 Klinische Symptomatik

An MS erkrankte Personen konnen sehr unterschiedliche neurologische und
psychiatrische Symptome entwickeln.

Abhéngig von der Lokalisation der entzundlichen Lasionen kann es sowohl zu
motorischen, sensiblen, ataktischen oder auch vegetativen Symptomen kommen.
Typisch fur die MS sind einseitige Sehstérungen, die durch eine Optikusneuritis
verursacht sind. Motorisch kénnen spastische Paresen auftreten. Es kann zu einer
Gangsteifigkeit sowie Para-, Tetra- oder Hemiparesen kommen. Bei der
neurologischen Untersuchung finden sich gesteigerte Muskeleigenreflexe sowie
positive Pyramidenbahnzeichen. Ein Erléschen der Bauchhautreflexe ist ebenfalls
typisch. Sensibilitatsstorungen mit zentraler Verteilung treten auf. Diese folgen nicht
den Dermatomen. Zerebellare Stérungen kdénnen sich mit einer Ataxie oder einer
skandierenden Sprache &auf3ern. Haufig finden sich ebenfalls vegetative Symptome
wie beispielsweise eine neurogene Blasenentleerungsstorung (Urge-Inkontinenz
oder eine Entleerungsstérung mit Restharnbildung). Psychische Stdérungen sind
dysphorische Stérungen, eine Fatigue (Ermidung) oder Stoérungen des
Gedéachtnisses bis hin zur Demenz.

Die Charcot-Trias beschreibt einen typischerweise bei der MS auftretenden
Symptomenkomplex bestehend aus Nystagmus, Intentionstremor und skandierender
Sprache. Allerdings kdnnen zusatzlich auch andere neurologische Symptome
auftreten (Gleixner et al. 2004, Delank und Gehlen 2001).

1.1.3.2 Verlaufsformen

Unterschiedliche Verlaufsformen der MS werden beobachtet. Die MS kann zum
einen schubformig verlaufen (85-90% der Félle, relapsing remitting MS, RRMS),
wobei ein Schub als ein neu auftretender neurologischer Ausfall, der langer als 24
Stunden persistiert, definiert ist (Poser CM und Brinar 2001). Die Krankheitsschiibe
entwickeln sich tber Stunden bis Tage und kdénnen sich im Verlauf teilweise oder
komplett zuriickbilden (Remission).

Zum anderen konnen sich die Symptome von Anfang an schleichend entwickeln,
wobei man von einer primar chronisch progredienten MS spricht (primary progressive

MS, PPMS). Beim sekundar chronisch progredienten Verlauf (secondary progressive
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MS, SPMS) kommt es nach einem zun&chst schubformigen Verlauf sekundar zu
einer schleichenden Verschlechterung des klinischen Krankheitsbildes, teils mit

weiteren, sich Uberlagernden Schiben (siehe Abbildung 1.1).

Schweregrad der

A
H H RRMS PPMS_
//
H ’_‘/ SPMS

Zeit

Abbildung 1.1: Verlaufsformen der Multiplen Sklerose (MS)
RRMS= relapsing remitting MS, PPMS= primary progressive MS und SPMS=
secondary progressive MS

Weiterhin wird ein sog. Klinisch isoliertes Syndrom (clinically isolated syndrom, CIS)
unterschieden. Bei einem CIS handelt es sich um einen einzelnen Schub; eine
zeitliche Dissemination liegt nicht vor. Die McDonald Kriterien (McDonald et al. 2001)
zur Diagnose einer MS sind somit nicht erfallt.

Selten findet sich die so genannte akute MS (Marburg-Variante), bei der es zu einem
sehr aggressiven, schnell fortschreitenden Verlauf kommt, der rasch zu einer

schwerwiegenden Behinderung oder zum Tode fihrt.

1.1.4 Atiologie und Pathogenese der Multiplen Sklerose

Die Atiologie der MS ist nicht vollstandig geklart. Zur Entstehung gibt es zahlreiche
Theorien.

Studien belegen, dass genetische, ethnische und sozio6konomische sowie
Umweltfaktoren die Krankheitsentstehung beeinflussen kdnnen.

Ein Argument fur die Bedeutung von Umwelteinfliissen ist das epidemische Auftreten
von MS-Fallen z.B. auf den Farder Inseln (Kurtzke et al. 1993). Ferner wurde in

Migrationsstudien gezeigt, dass Einwanderer, die jinger als 15 Jahre waren, mit

4
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einer Haufigkeit an MS erkrankten, die dem Einwanderungsland entsprach.
Einwanderer Uber 15 Jahren entwickelten eine MS mit einer Haufigkeit entsprechend
ihrem Ursprungsland (Martyn und Gale 1997).

Die Multiple Sklerose ist jedoch auch eine genetisch mitbedingte Krankheit, die mit
unterschiedlichen HLA-Typen (Humanes Leukozyten Antigen) assoziiert ist. Hafler
zeigte 2007 weitere Genorte wie IL2RA und IL7RA, die mit einem erhdhten Risiko, an
einer MS zu erkranken, einhergehen (Hafler et al. 2007). Ziel ist es, die
unterschiedlichen Genkombinationen mit der Bedeutung von Umweltfaktoren in
Zusammenhang zu bringen (Hafler 2004).

Eine weitere Theorie besagt, dass die Reaktion auf einen infektiosen Erreger zu
einer autoimmunen Kreuzreaktivitdat fuhren kann. Dies wird als so genanntes
molekulares Mimikry bezeichnet. In der Folge kdnnte es zu einer Schadigung von
Proteinbestandteilen des Myelins kommen. Aloisi und Serafini (Serafini et al., 2007)
veroffentlichten 2007 eine Studie, die einen Zusammenhang zwischen einer Infektion
mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) und der MS nahe legt. So fanden sie in nahezu
allen untersuchten Fallen von an einer MS erkrankten, verstorbenen Patienten eine
stattgefundene Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus. Die Durchseuchung der
erwachsenen, nicht an MS erkrankten Bevélkerung liegt jedoch bereits bei tiber 90%,
so dass die Studienergebnisse relativiert werden. Bei anderen entzindlichen
neurologischen Krankheiten des zentralen Nervensystems wurden hingegen keine

erhéhten Zahlen von EBV-Infektionen gefunden (Serafini et al., 2007).

Nach dem heutigen Stand der Forschung wird davon ausgegangen, dass es bei der
MS zu einer Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen in der Peripherie kommt. Diese
autoreaktiven Zellen sind méglicherweise gegen Komponenten des zentralen Myelins
gerichtet (Buddeberg et al. 2003). Aktivierte T-Zellen fiihren zur Offnung der Blut-
Hirn-Schranke und durchschreiten diese. Dies hat zur Folge, dass weitere T-Zellen,
B-Zellen, Makrophagen und Antikorper-bildende Plasmazellen ins ZNS einwandern
(Buddeberg et al. 2003, Medana et al. 2001). Es kommt schliel3lich zu einer
entzindlichen Entmarkung der Axone im ZNS. Ein potentieller Pathomechanismus ist
die Demyelinisierung durch Antikérperbindung an das Myelin, verbunden mit einer
Aktivierung des Komplementsystems und nachfolgender Myelinschadigung (Archelos
und Hartung 2000).
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1.1.5 Pathologie der MS

Die MS-Lasionen stellen sich makroskopisch als multiple graue Herde in der weil3en
Substanz dar. Auch finden sich Lasionen der grauen Substanz. Diese so genannten
Plaques sind typischerweise an Pradilektionsstellen wie periventrikularen Arealen
lokalisiert. Weitere Pradilektionsstellen sind juxtakortikal, der Hirnstamm, das
Kleinhirn und das Ruckenmark.

Mikroskopisch finden sich ein entzindliches Infiltrat, eine Demyelinisierung, eine
axonale Schadigung bei relativem axonalen Erhalt und eine reaktive Astrozytose.
Entziindungszellen wie CD4*-T-Helfer-Zellen, CD8*-zytotoxische T-Zellen und teils
auch B-Zellen sowie Plasmazellen infiltrieren das Gewebe perivaskulér, sind jedoch
auch diffus in der L&sion lokalisiert. In der normal erscheinenden weiRen Substanz
(NAWM) konnen sich ebenfalls einzelne T-Lymphozyten finden. Makrophagen sind
insbesondere in frithen Demyelinisierungsstadien in hoher Anzahl zu finden und
konnen Myelinabbauprodukte enthalten. In spateren Stadien findet eine vermehrte
Mikrogliaaktivierung statt.

Die Demyelinisierung ist bei der MS flachig und haufig um kleine Gefal3e lokalisiert.
Es kann eine Remyelinisierung stattfinden. Diese weist dinne, in Myelinfarbungen
schwacher anfarbbare, neu gebildete Myelinscheiden auf.

Die Axone zeigen sich in MS-Lasionen rarefiziert und durch das entzindliche Infiltrat
distendiert. Es findet sich jedoch ein Erhalt eines Teiles der Axone. Dies wird als
relativer axonaler Erhalt bezeichnet.

In den Lasionen kommt es ferner zu einer reaktiven Astrogliose. Zunachst
erscheinen die Astrozyten mit einem geblahten, eosinophilen Zytoplasmabauch,
einer sog. gemistozytaren Astrogliose entsprechend. Im Verlauf bilden die Astrozyten

ein dichtes Netz aus Fortsatzen. Dies wird als fibrillare Gliose bezeichnet.

1151 Demyelinisierende Lasionsaktivitaten

Die Lasionen der MS konnen anhand ihrer demyelinisierenden Aktivitat in
unterschiedliche Stadien eingeteilt werden (Bitsch et al. 2000, Lucchinetti et al.
1996). Die Unterteilung erfolgt dabei anhand der Myelinabbauprodukte in
Makrophagen und dem Nachweis einer Remyelinisierung mittels der LFB-PAS-
Farbung sowie der immunhistochemischen Anfarbung von Myelinproteinen (siehe
2.5, Seite 22).



Einleitung

1.15.2 Immunsubtypen der Multiplen Sklerose

Die frih aktiv entmarkenden Lasionen koénnen anhand ihrer unterschiedlichen
neuropathologischen Charakteristika in verschiedene Subtypen eingeteilt werden.
Lucchinetti et al. untersuchten MS-Biopsien von Patienten mit einer frih aktiven
Entmarkungsaktivitat und konnten die unten genannten vier verschiedenen ,Muster”
der Demyelinisierung beobachten, die mdglicherweise unterschiedlichen
pathogenetischen Entstehungsmechanismen entsprechen (Lucchinetti et al. 2000).
Die vier verschiedenen Subtypen zeigen Unterschiede hinsichtlich des
Entziindungsinfiltrates, des Vorkommens von spezifischen Immunglobulin- und
Komplementablagerungen, der Oligodendrozytenpathologie teils mit selektivem
Verlust von Myelinproteinen sowie der Lasionsbegrenzungen (diffuse Abgrenzung

gegenuber unscharfer Abgrenzung) (Lucchinetti et al. 2000).

Bisherige Untersuchungen lassen erkennen, dass die Immunsubtypen bei
unterschiedlichen Patienten verschieden sind (interindividuelle Heterogenitat).
Verschiedene Lasionen eines Patienten sind jedoch immer dem gleichen Subtyp

zuzuordnen (intraindividuelle Homogenitat).

Subtyp | ——» T-Zell- und Makrophagen-mediierte DM
Subtyp Il — Antikodrper- und Komplement-mediierte DM
Subtyp 1l — 5 Oligodendrogliopathie und Apoptose

Subtyp IV — Priméare Oligodendrozytendegeneration

Abbildung 1.2.: Einteilung der Immunsubtypen

DM = Demyelinisierung

Immunsubtyp | und Il zeigen eine Makrophagen- und T-Zell-dominierte Entziindung
(vgl. Abbildung 1.2). In Subtyp | scheinen toxische Stoffe der aktivierten
Makrophagen wie beispielsweise TNF-a oder reaktive Sauerstoffradikale
hauptsachlich fir die Demyelinisierung verantwortlich zu sein (Lassmann et al. 2001).
Subtyp Il zeigt eine zellulare und humorale Autoimmunitat. Zusatzlich zu einer von T-
Zellen und Makrophagen vermittelten Demyelinisierung wird eine durch Antikrper
(hauptsachlich 1gG) und Komplement (C9neo) vermittelte Demyelinisierung

angenommen.
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Die Demyelinisierung ist in beiden Subtypen typischerweise um kleine Venen

zentriert und zeigt scharfe Lasionsgrenzen.

Subtyp Il und IV sind hauptsachlich durch einen Oligodendrozytenuntergang
charakterisiert, der mehr virus- oder toxisch induzierten Demyelinisierungen ahnelt
als Autoimmunprozessen (Lucchinetti et al. 2000).

Im Subtyp Il findet sich eine Oligodendrozytendystrophie mit einer Fehlregulation der
Myelinproteine (sog. MAG-Verlust), d.h., das Myelinprotein MAG, welches distal im
Bereich der Myelinscheide lokalisiert ist (am nachsten zum Axon gelegen), geht als
erstes verloren. Andere Myelinproteine sind jedoch weiterhin prasent (z.B. MOG). Es
zeigt sich ebenfalls ein entzindliches Infiltrat, insbesondere bestehend aus
Makrophagen, aktivierter Mikroglia und T-Lymphozyten. Die Lasionen erscheinen
insgesamt jedoch zellarmer. Die Grenzen der Entziindungsléasionen sind unscharf.
Es ist keine Konzentrierung um kleine Venen zu erkennen

Subtyp IV zeigt ebenfalls eine Makrophagen- und T-Lymphozyten-dominierte
Entzindung. Die Demyelinisierung ist jedoch durch ein Absterben von
Oligodendrozyten in der angrenzenden weif3en Substanz gekennzeichnet, bei der
eine Fragmentierung der Oligodendrozyten-DNA stattfindet. Morphologische

Merkmale einer Apoptose fehlen.

1.2 Axonale Schadigung

Der axonale Schaden bei der MS wurde seit den 1990er Jahren verstarkt untersucht,
nachdem zahlreiche bildgebende Studien einen Zusammenhang zwischen dem
axonalen Schaden und der klinischen Behinderung der MS zeigten (vgl. 1.2.3). Auch
korreliert das Ausmald des akuten axonalen Schadens, nachgewiesen durch die
Konzentration an Neurofilamenten im Liquor, mit der klinischen Behinderung,
gemessen durch den EDSS (Kurtzkes Expanded Disability Status Scale) (Lim et al.
2005). Zahlreiche histologische Studien untersuchten das Ausmald der axonalen
Schéadigung bei der MS (vgl. 1.2.2)
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1.2.1 Histologische Nachweismethoden der axonalen Schadigung

1211 Versilberung nach Bielschowsky

Die Reduktion der axonalen Dichte kann mit Hilfe der Versilberung nach
Bielschowsky (Bielschowsky 1903) bestimmt werden. Die Silberimpragnation farbt
die axonalen Strukturen an. Sie ermdglicht jedoch keine direkte Unterscheidung
zwischen geschéadigten und intakten Axonen. Es kodnnen aber sog. axonale
Spharoide (axonale Auftreibungen) als Zeichen einer axonalen Schadigung erkannt
werden. Durch die Bestimmung der axonalen Dichte und Nachweis einer Reduktion
dieser kdnnen ebenfalls Hinweise auf axonale Schaden erhalten werden. Hinweise
Uber den Zeitpunkt der axonalen Schadigung (akut versus chronisch) werden nicht

gewonnen.

1.2.1.2 Immunhistochemische Farbung des Amyloid-Precursor-Proteins
(APP)

APP ist ein Transmembran-Glykoprotein, das im Soma der Neurone produziert wird.
Es hat neuroprotektive und neurotrophe Einflisse auf die Nervenzellen (Mattson et
al. 1993). Durch schnellen axonalen Transport wird es in Richtung Synapse
transportiert.

Ist ein Axon geschadigt, wie es bei MS-Patienten der Fall ist, so akkumuliert APP in
axonalen Spharoiden. Es ist noch ungeklart, ob sich APP ausschliel3lich in
irreversibel oder auch in reversibel geschadigten Axonen zeigt (Bitsch et al. 2000).
APP ist immunohistochemisch in gesunden axonalen Strukturen nicht nachweisbar.
Der Nachweis von APP ist bis circa 30 Tage nach axonaler Schadigung mdglich
(Bramlett et al. 1997, Li et al. 1995, Pesini et al. 1999, Yam et al. 1997). Die APP-
Farbung dient somit der Bestimmung des akuten axonalen Schadens.

1.2.2 Ausmald und zeitlicher Verlauf der axonalen Schadigung

In fast allen MS-L&sionen kann histologisch eine Reduktion der Axone beobachtet
werden. Das Ausmalf} der axonalen Reduktion variiert dabei zwischen den einzelnen
MS-Verlaufsformen und den unterschiedlichen Lasionsstadien.

Bei der akuten MS vom Typ Marburg kann es innerhalb weniger Monate zum Tode
oder zu einer schweren Behinderung kommen (Marburg 1906). Der axonale Verlust

betragt bei der akuten MS bis zu 80% (Lassmann 2003b). Bei Untersuchungen von
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frihen MS-Stadien (Biopsiematerial) mit unterschiedlichen Lasionsaktivitaten zeigt
sich im Median ein axonaler Verlust von 37,5% (in friih aktiv entmarkenden L&sionen,
EA) bis 60% (in spat aktiv entmarkenden L&sionen, LA) (Bitsch et al. 2000). Bei
Patienten mit einer sekundar chronisch progredienten MS konnte bei Untersuchung
von Autopsiegewebe ein axonaler Verlust von 65% im Rickenmark nachgewiesen
werden (Lovas et al. 2000). Klinisch stumme MS-L&sionen, welche als Zufallsbefund
bei der Autopsie diagnostiziert werden und spaten Stadien der MS entsprechen,
zeigen eine durchschnittliche axonale Reduktion von 64%. In remyelinisierten
Lasionen zeigt sich eine Reduktion von durchschnittlich 59% (Mews et al. 1998).

Das Ausmald der axonalen Schéadigung ist zwischen den einzelnen MS-Patienten
unterschiedlich, aber auch innerhalb eines einzigen Patienten sind starke

Schwankungen zwischen den einzelnen MS-Plaques mdglich (Bitsch et al. 2000).

Ferner weisen zahlreiche neuropathologische Studien eine akute axonale
Schadigung in MS-Lasionen nach. Der Nachweis einer akuten axonalen Schadigung
kann mittels des Markers Amyloid-Precursor-Protein (APP) erfolgen (vgl. 1.2.1.2.,
Seite 9). Die hochste Anzahl von APP-positiven Sphéroiden findet sich in Lasionen
mit frih- und spat-aktiver Demyelinisierung (Kornek et al. 2000). Ferguson et al.
konnten ebenfalls zeigen, dass eine akute axonale Schadigung insbesondere in
akuten Lasionen - definiert als Lasionen mit LFB-PAS-positiven Makrophagen und
einer hohen Anzahl von T-Zellen und Makrophagen - sowie im Randbereich von
chronisch aktiven L&sionen nachzuweisen ist (Ferguson et al. 1997). Chronisch
aktive Lasionen sind definiert als Lasionen mit einem Randwall von
Entzindungszellen (insbes. Makrophagen) (Ferguson et al. 1997). Diese Ergebnisse
bestétigte Trapp mit einer Studie, in der immunhistochemisch SMI-32 positive
axonale Spharoide in MS-L&sionen untersucht wurden (Trapp et al. 1998). Die
Farbung mittels SMI-32 weist dephosphorylierte, geschadigte Axone nach. Auch
Trapp et al. fanden die héchsten Zahlen geschadigter Axone in aktiven L&asionen

sowie im Randbereich chronisch aktiver Lasionen (Trapp et al. 1998).
Kuhlmann et al. wiesen nach, dass der axonale Schaden mit dem Ausmald der

Entziindung korreliert und bereits in frihen Krankheitsstadien beginnt (Kuhlmann et
al. 2002).

10



Einleitung

Klassischerweise wird die MS als eine entzindliche demyelinisierende Krankheit
beschrieben, die durch Plaques innerhalb der weiRen Substanz charakterisiert ist.
Allerdings ist die Pathologie der MS weitaus komplexer: Es kann ebenfalls ein
axonaler Schaden in der normal erscheinenden weil3en und grauen Substanz
nachgewiesen werden. In der weil3en Substanz wurde dies in histologischen Studien
von Ganter 1999 und Bjartmar 2001 beschrieben (Bjartmar et al. 2001; Ganter et al.
1999). In der grauen Substanz wurde dies von Peterson 2001 ebenfalls in einer

histologischen Studie beschrieben (Peterson et al. 2001).

1.2.3 Nachweis der axonalen Schadigung mittels Bildgebung

MRT (Magnetresonanztomographie)-Studien belegen eine Korrelation der axonalen
Schadigung mit der klinischen Behinderung:

Mittels einer MRT Studie wiesen Losseff et al. eine enge Korrelation zwischen der
Atrophie des Rickenmarkes (als Ausdruck des axonalen Verlustes) und der
klinischen Behinderung, gemessen mittels EDSS, nach (Losseff et al. 1996). Der
EDSS (Expanded Disability Status Scale) nach Kurtzke ist eine Skala zur Bewertung
des Grades der neurologischen Behinderung und reicht von O (= keine Behinderung)
bis zu 10 (= Tod durch MS). Die mit Hilfe der Magnetresonanzspektroskopie erfolgte
Bestimmung von NAA (N-Acetyl-Aspartat) im Hirngewebe stellt eine weitere
Mdoglichkeit dar, den axonalen Schaden zu messen. NAA ist ein spezifischer Marker
fur Neurone und deren Fortséatze. Eine Verminderung des NAA-Spiegels korreliert mit
dem histologisch nachgewiesenen axonalen Verlust in Riuckenmarkslasionen von
MS-Patienten (Bjartmar et al. 2000). Auch eine Verminderung des NAA-Spiegels
korreliert mit der klinischen Behinderung (De Stefano et al. 1998).

Bjartmar untersuchte den axonalen Schaden mittels NAA-
Magnetresonanzspektroskopie in akuten und chronischen MS-Stadien (Bjartmar et
al. 2001). Hierbei fand sich nach initialer Verminderung des NAAs in der MS-L&sion,
einhergehend mit einer Besserung der klinischen Symptomatik, ein Anstieg der NAA-
Konzentration (Bjartmar et al. 2001), hinweisend auf eine reversible axonale
Schéadigung. In chronischen Stadien der MS zeigte sich hingegen eine Korrelation
von einem verminderten NAA-Spiegel und einem irreversiblen klinischen Defizit
(Bjartmar et al. 2000). Auch in der normal erscheinenden weil3en Substanz konnte
mit dieser Methodik ein axonaler Schaden nachgewiesen werden (Bjartmar et al.
2001).
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1.2.4 Pathogenese der axonalen Schadigung

Es gibt unterschiedliche moégliche Pathomechanismen der Axonschéadigung. Obwohl
der axonale Schaden in den verschiedenen Subtypen der Entmarkung
unterschiedliche Pathomechanismen aufweisen kann, ist es mdglich, dass er in einer
gemeinsamen Endstrecke mindet (Lassmann et al. 2001), die bei allen axonalen
Schadigungen unterschiedlichster Genese gleich verlauft (Lopachin und Lehning
1997).

Sowohl in friihen, entzindlichen Krankheitsstadien als auch in chronischen L&sionen
findet eine Axonschadigung statt. Wahrend Phasen akuter Entzindung werden
zahlreiche Axone durch entziindungsbedingte Mediatoren geschadigt (Lassmann
2003a). Hinzu kommt eine langsame (,slow burning“), axonale Schadigung in
inaktiven Lasionen ohne wesentliches Entziindungsinfiltrat (Lassmann 2003a).
Zytotoxische (CD8*) T-Zellen kénnen eine Rolle bei der Axonschadigung spielen
(Neumann et al. 2002). In einer Neuronenkultur kommt es nach Antigenstimulation zu
einer Peptidprasentation durch MHC-I. Bei Hinzugabe von spezifischen
zytotoxischen T-Zellen erfolgt eine Axonschadigung mit Membranschadigung und
Sphéaroidformation (Medana et al. 2001). Histologisch findet sich bei der
Untersuchung von MS-Biopsien eine Korrelation von zytotoxischen T-Zellen und der
akuten axonalen Schadigung (Bitsch et al. 2000).

Der axonale Schaden korreliert ferner mit der Anzahl an Makrophagen, welche
insbesondere in frGhen Stadien in hoher Anzahl in MS-L&sionen zu finden sind.
Makrophagen produzieren toxische Mediatoren, die zu einer Axonschadigung fihren
kénnen (Lassmann et al. 2001, Lassmann 2003a). Einige dieser Mediatoren, wie
beispielsweise NO (Stickstoffmonoxid) oder Proteasen, wurden in MS-Lasionen
beschrieben (Kapoor et al. 1999, Anthony et al. 1998). Je nach Konzentration fuhrt
NO zunéchst zu einer funktionellen und schliel3lich irreversiblen Schéadigung der
Axone (Smith und Lassmann 2002, Redford et al. 1997). Dies erfolgt teilweise Uber
eine Blockade der mitochondrialen Funktionen und somit der Energieversorgung der
Axone (Bolanos et al. 1997). Mahad et al. zeigten ebenfalls einen Zusammenhang
zwischen der axonalen Schadigung und einer mitochondrialen Schadigung im
Komplex IV der mitochondrialen Atmungskette (Mahad et al. 2009).

Ferner kbnnen spezifische Antikdrper zu einer Axonschadigung fihren. Mathey et al.
zeigten, dass Antikdrper gegen Neurofascin, welches an Ranvierschen Schnuirringen

lokalisiert ist, zu einer axonalen Schadigung bei der MS fiihren. Es fand sich eine
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Axonschéadigung ohne Entmarkung (Mathey et al. 2007). Antikbrper gegen MOG
wurden nachgewiesen und eine Studie von Zhou et al. weist einen Zusammenhang
zwischen anti-MOG Antikorpern sowie einer Demyelinisierung in der EAE
(experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis) nach (Zhou et al. 2006).

Letztendlich dient die Myelinscheide u.a. der trophischen Unterstitzung des Axons.
Durch die Entmarkung kommt es zu einem sog. ,loss of trophic support®. Die
Remyelinisierung ist insbesondere in chronischen MS-Stadien limitiert (Bjartmar et al.

2003; Compston 2004). Die Folge ist eine Axondegeneration.

1.3 Aufgabenstellung

Bisher gibt es weitreichende Untersuchungen hinsichtlich der akuten axonalen
Schadigung sowie der Reduktion der axonalen Dichte bei der MS. Allerdings gibt es
keine Studien, die den akuten axonalen Schaden und die axonale Reduktion
zwischen den einzelnen Immunsubtypen untersuchen und vergleichen. Eine solche
Studie kann weitere Hinweise auf unterschiedliche pathogenetische Mechanismen

liefern. Die vorliegende Studie hat somit folgende Ziele:

1. Untersuchung der axonalen Reduktion in den einzelnen Lasionen der
unterschiedlichen Immunsubtypen mit vergleichender Auswertung

2. Untersuchung des akuten axonalen Schadens in den einzelnen Lasionen der
unterschiedlichen Immunsubtypen mit vergleichender Auswertung

3. Korrelation der Ergebnisse mit Entziindungszellen sowie epidemiologischen

Daten.

1.4 Methodik
In der vorliegenden Studie wurden die axonale Dichte sowie der akute axonale

Schaden in verschiedenen Immunsubtypen der Entmarkung bestimmit.

Hierbei erfolgte zunadchst die Klassifizierung bzgl. der Lasionsaktivitdt und des
immunpathogenetischen Subtyps anhand immunhistochemischer Farbungen.

Im zweiten Schritt wurde die axonale Dichte bestimmt. Hierzu wurden Praparate, die
nach der Methode von Bielschowsky mit einer Silbernitratidsung angefarbt waren,

ausgewertet. Ferner wurde der akute axonale Schaden mittels einer
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immunhistochemischen Farbung (APP = Amyloid-Precursor-Protein) bestimmt (vgl.
2.4, Seite 16). Es erfolgte eine Auswertung sowohl der frih aktiven L&sionsareale,

als auch der angrenzenden normal erscheinenden weif3en Substanz.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Verwendetes Gewebe

Insgesamt wurden 55 Biopsien mit einer entziindlichen Entmarkung ausgewertet. 40
dieser Biopsien wurden zwischen 1997 wund 2004 in unterschiedlichen
neurochirurgischen Zentren in Deutschland entnommen. Die Probenentnahme
erfolgte aus diagnostischen Griinden. Sie diente beispielsweise dazu, einen Tumor
oder eine Infektionserkrankung auszuschlie3en. Anschlie3end wurden die Biopsien
zu einer weiteren konsiliarischen Beurteilung an Herrn Prof. Brick geschickt.
Histologisch konnte die Diagnose einer chronisch entziindlichen ZNS-Erkrankung
gesichert werden. Zusatzlich wurden 15 Praparate aus der Mayo Klinik der USA
(Kooperationspartnerin Fr. Dr. Lucchinetti) zur Auswertung hinzugezogen.

Nach neuropathologischer Standardmethode wurden die Praparate in Formalin fixiert

und in Paraffin eingebettet.

2.2 Standardfarbungen

Zur Beurteilung der Zellmorphologie und des Entmarkungszustandes erfolgten die
Farbungen mittels Hamatoxilin-Eosin (HE) und Luxol-Fast-Blue-Period-Schiffsdure
(LFB-PAS) (Bruck und Stadelmann 2003). Die Versilberung nach Bielschowsky
wurde zur Bestimmung der axonalen Dichte durchgefuhrt. Die Farbungen wurden
routinemaRig nach Standardprotokollen im histologischen Labor der Abteilung

Neuropathologie/Géttingen angefertigt.

2.3 Versilberung nach Bielschowsky

Die Silberimpragnation nach Bielschowsky farbt Axone dunkelbraun bis schwarz
(Bielschowsky 1903). So kénnen Axone mikroskopisch sichtbar gemacht und ihre
Dichte bestimmt werden.

Zur Farbung der histologischen Praparate wurden 6-8 pm dicke Schnitte
entparaffiniert und die Prdparate anschlieBend 20 Minuten in 20%ige
Silbernitratlosung (AgNO3s) gegeben. Dadurch farbten sich die Markscheiden braun
an. Zu der 20%igen AgNOs-Losung wurde tropfenweise 25%iges Ammoniak
zugegeben und gut geschittelt, bis der entstandene Niederschlag verschwand.

Hierdurch erfolgte eine Umwandlung des Silbernitrates in Silberdiammoniumnitrat,
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was dann eine Gelbfarbung der Axone bewirkte. Zwei weitere Tropfen Ammoniak
wurden zugefugt und die Schnitte 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Im né&chsten
Schritt wurden drei Tropfen Ammoniak zugegeben und die Schnitte in dieser Lésung
geschwenkt. Anschlielend wurden zehn Tropfen Entwickler zugefiigt und gut
geschuttelt. Der Entwickler bestand aus 20 ml Formalin (37% s&urefrei), 100 ml Aqua
bidest. 0,5 g Zitronensaure und einem Tropfen konzentrierter Salpetersaure. Die
Schnitte wurden darin belassen, bis die Nervenfasern schwarz und der Hintergrund
braun gefarbt waren (mikroskopische Kontrolle). Nach dem erneuten Waschen
wurden die Schnitte in 2%ige Na-Thiosulfatiésung gegeben. Anschliel3end erfolgte
erneut ein Waschvorgang und die Schnitte wurden in eine aufsteigende Alkoholreihe
(Xylol) gegeben und mit Depex eingedeckelt.

2.4 Immunhistochemie

Um die Lasionen anhand ihrer unterschiedlichen Aktivitat zu klassifizieren, wurden
die 4 um dicken Praparate immunhistochemisch mit der Biotin-Avidin- oder Alkaline-
Phosphatase-/ Anti-Alkaline-Phosphatase-Methode gefarbt. Als Primarantikérper
wurden verwendet: Anti-Myelin-Basisches Protein (anti-MBP, Boehringer Mannheim,
Mannheim, Deutschland), anti-Myelin-assoziiertes Glykoprotein (anti-MAG, Prof.
Schwab, Universitat  Zlrich,  Schweiz), anti-2’,3’-zyklische  Nukleotid-3’-
Phosphodiesterase (anti-CNPase, Sternberger Monoclonals Inc., Baltimore, MD,
USA), anti-proteo-lipid protein (anti-PLP, Biozol, Eching, Deutschland), anti-Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (anti-MOG, Prof. Linington, Universitat Aberdeen,
UK), anti-KiM1P (Makrophagen, Prof. Radzun, Universitat Goéttingen, Deutschland),
anti-CD3 (T-Zellen, Serotec, Oxford, UK), anti CD8 (T-Zellen, Dako, Glostrup,
Danemark), anti-lgG (Plasmazellen, Dako, Glostrup, Dénemark) und anti-APP

(Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland).

2.4.1 ABC (Avidin-Biotin-Komplex) —Methode

Um den akuten axonalen Schaden nachzuweisen, wurde das Amyloid-Precursor-
Protein (APP) immunhistochemisch gefarbt.

Hierbei erfolgte die Farbung mittels der Avidin-Biotin-Komplex- Methode (Boenisch
2003, Hsu et al. 1982), die in der Abbildung 2.1 dargestellt ist.
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Bei diesem indirekten Nachweis des Proteins werden monoklonale Antikérper aus
Mausen als Primarantikorper verwendet. Sie werden auf die Probe gegeben und
binden an das APP. Anschlieend werden diese durch einen biotinylierten
Sekundarantikorper erkannt. Uber dieses Biotin wird das APP-Protein mit einem
Avidin-Peroxidase (biotinyliertes Enzym)-Komplex verbunden und Uber eine

Farbreaktion sichtbar gemacht.

---------------- Enzym (Peroxidase)
_________________ Biotin Praformierter
Avidin — Biotin-Komplex
(303

— Biotinylierter Sekundéarantikérper

‘ --------------------- Primérantikorper

IQ< ----------------------- Antigen (APP)

Abbildung 2.1: ABC-Methode

Durchfihrung:

Die Schnitte wurden in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe
rehydriert. Die Verweildauer betrug in Xylol zehn Minuten und in den Alkoholen und
in Aqua dest. je funf Minuten. AnschlieRend wurde mit entionisiertem Wasser gespult
und eine Vorbehandlung in der Mikrowelle mit Citratpuffer (10 mM und pH 6)
durchgefiihrt. Die Schnitte wurden 5 x 3 Minuten gekocht und die Kulvette
dazwischen abwechselnd mit Aqua dest. und Citratpuffer aufgefillt. Sie wurden dann
mit entionisiertem Wasser gespult und fir zehn Minuten in eine Kivette mit PBS-
Puffer gestellt. Das Stehen in 3 % H202 / PBS bewirkte eine Blockierung der
endogenen Peroxidase und fiihrte somit zu einer Reduktion der unspezifischen
Hintergrundfarbung. Es wurde erneut mit PBS gespilt. AnschlieBend wurden die
histologischen Schnitte in ein Coverplate-System eingebracht und wieder mit PBS
gespult. Folgend wurden vorhandene unspezifische Proteinbindungen durch
Auftragen von 10 % FCS (fetal calf serum)/PBS (120 pl) blockiert. Danach wurde der
Primérantikdrper (APP mouse monoclonal antibody 1:3000) eingebracht und bei 4 °C

Uber Nacht inkubiert. Erneut wurden die Schnitte mit PBS gespult und dann der
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biotinylierte Sekundarantikorper (anti mouse) (Amersham, 1:200) eingebracht. Die
Schnitte wurden daraufhin 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dem folgte ein
erneutes zweimaliges grindliches Spulen mit PBS. Der Avidin-Biotin Komplex mit
gebundener Peroxidase (Sigma, 1:1000) wurde eingebracht und erneut bei
Raumtemperatur fir 45 Minuten inkubiert. Die zugesetzten Peroxidase-konjugierten
Avidin-Biotin-Komplexe ~ binden  dabei mit noch  vorhandenen freien
Biotinbindungsstellen am Sekundarantikorper. Dem folgte zum Abschluss ein

erneutes Spilen mit PBS.

2.4.2 Substratumsetzung der Peroxidase

Die an Biotin gekoppelte Peroxidase Ubertragt Wasserstoffionen. 3,3'-
Diaminobenzidin (50 ml PBS je Kivette mit 1ml DAB Stammldsung und 20 pl 30 %
H202) diente als Substrat zur Farbentwicklung und wurde in einen braunen Farbstoff
umgesetzt. Die Reaktion wurde durch Spilen in PBS gestoppt. Es erfolgte eine
Gegenfarbung mit Hamalaun (60 Sek.). Die histologischen Schnitte wurden kurz mit
Aqua dest. gespilt und nach kurzem Eintauchen in HCI-Alkohol und Spuilen in
Leitungswasser fur 7 Minuten in eine aufsteigende Alkoholreihe (Aqua dest. — Xylol;
je funf Minuten) gegeben. Zum Abschluss wurden die Objekttrager mit den

Praparaten mit Eukitt/Depex eingedeckelt.

24.2.1 Klassifikation der Lasionen anhand ihrer demyelinisierenden
Aktivitat und des Immunsubtyps

Alle ausgewerteten Lasionen zeigten die typischen Charakteristika von MS-Lasionen
mit Demyelinisierung, relativem axonalen Erhalt der wei3en Substanz und einem
entztindlichen Infiltrat (siehe Bild 2.1, Seite 20), bestehend aus Lymphozyten (siehe
Bild 2.5 und 2.6, Seite 21) , Makrophagen (siehe Bild 2.7, 2.8 und 2.9, Seite 21) und
Mikrogliazellen.  Anhand ihrer demyelinisierenden  Aktivitdt wurden sie
folgendermal3en klassifiziert (Briick et al. 1995) (siehe auch 1.1.5.2, Seite 7):

1. In fruh aktiven Lasionen zeigen sich Makrophagen, die LFB-positive
Myelinabbauprodukte (siehe Bild 2.2, Seite 20) enthalten und fir alle
Myelinproteine, einschlief3lich MOG, MAG und CNP (siehe Bild 2.3 und 2.4, Seite

20), immunoreaktiv sind. Die Makrophagen exprimieren typischerweise den
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frihen Aktivierungsmarker MRP14. In den frih aktiven Lasionen kdnnen bereits

remyelinisierte Axone enthalten sein.

. In spat aktiven Lasionen ist der Myelinabbau weiter fortgeschritten, womit ein
Verlust der Immunoreaktivitat fir MOG, MAG und CNP in Makrophagen
einhergeht. Andere Myelinabbauprodukte (PLP, MBP) sind aber weiterhin in

Makrophagen enthalten.

. Frih remyelinisierende Lasionen werden durch Cluster dinn myelinisierter
ungerichteter Axone erkannt. Eine Entziindung ist vorhanden, aber eine aktive

Demyelinisierung lasst sich nicht nachweisen.

. In spat remyelinisierten Lasionen ist die Entzindungsreaktion reduziert. Die
Remyelinisierung ist weiter fortgeschritten. Im Vergleich zur normalen weil3en
Substanz sind die Myelinscheiden ungerichteter und dinner. Dies zeigt sich durch

eine schwachere Anfarbbarkeit.

. In inaktiv demyelinisierten L&sionen enthalten die Makrophagen Kkeine
immunhistochemisch anfarbbaren Myelinproteine. Stattdessen zeigen sich leere
Vakuolen oder PAS-positive Granula im Zytoplasma. Die Lasionen zeigen eine

vollstandige Demyelinisierung.

. Normal erscheinende weil3e Substanz wird als weitere Aktivitatsstufe hinzugeftigt.
Damit ist jene weil3e Substanz gemeint, die scheinbar noch nicht betroffen ist und
keine Zeichen der Demyelinisierung aufweist. Allerdings kénnen sich hier z.B.

bereits entziindliche Infiltrate oder Zeichen der axonalen Schadigung zeigen.

Es erfolgte die Einteilung der Lasionen hinsichtlich ihrer demyelinisierenden Aktivitat.

Die friuh aktiv entmarkenden L&sionen wurden anschlielRend hinsichtlich ihres

Immunsubtyps weiter klassifiziert (siehe 1.1.5.1, Seite 6).

Im Folgenden zeigen Grafiken histologische Farbungen einer friih aktiven Lasion und

normal erscheinender weilRer Substanz (siehe auch Bilder vom gleichen Fall in
Kapitel 3 ,Ergebnisse®, Seite 25 bis Seite 26 und Seite 32 bis Seite 33).
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Die HE-Farbung lasst eine
Lasion (links) mit scharfem

Bild 2.1:
zellreiche
Ubergang zur angrenzenden normal

erscheinenden weilRen Substanz

erkennen (rechts) (HE-Farbung; x10; Fall
3598).

Bild 2.3: Bei érbn des yIinprls
CNP zeigt sich ebenfalls die flachige
Entmarkung (links) mit relativ scharfem
Ubergang zur angrenzenden normal
erscheinenden weil3en Substanz (rechts)

(Anti-CNPase; x10; Fall 3598)

Material und Methoden

Die Lsion zeigt sich flachig
(links); in
erscheinenden weil3en Substanz ist das
Myelin (rechts) (LFB-PAS-
Farbung; x10; Fall 3598).

Bild 2.2:

entmarkt der normal

erhalten

Bild 2.4:
lassen sich CNP-positive Abbauprodukte

In dem Ubergangsbereich

innerhalb von Makrophagen erkennen,
einer frih aktiven Entmarkungsaktivitat
entsprechend (Anti-CNPase; x40; Fall
3598)
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Bild 2.5: In der frih aktiven Lasion stellen Bild 2.6: Hingegen finden sich keine

sich diffus verteilte CD3*-T-Zellen dar CD3*-T-Zellen in der normal

(Anti-CD3; x20; Fall 3598). erscheinenden weif3en Substanz (Anti-
CD3; x20; Fall 3598).

Bild 2.7: Zahlreiche Makrophagen Bild 2.8: In der normal erscheinenden

kommen in der Lasion zur Darstellung weiRen Substanz zeigt sich eine

(Anti- KiM1P; x20; Fall 3598). Mikrogliaaktivierung (Anti- KiM1P; x20;
Fall 3598).

Bild 2.9: Eine Akkumulation von Makrophagen ist im Bereich des Lasionsrandes zu
erkennen (Anti- KiM1P; x10; Fall 3598)
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2.5 Mapping

Da die meisten MS-Biopsien mehrere Stadien der demyelinisierenden Aktivitat
aufwiesen (vgl. 2.4, Seite 16), wurde von jedem histologischen Schnitt eine Karte
angefertigt, in die die unterschiedlichen Lasionsaktivitaiten der MS-Plaques
eingezeichnet wurden. Dieses Vorgehen gewahrleistet eine einheitliche und
reproduzierbare Auswertung. Bei jeder Biopsie war mindestens ein frih aktives Areal
vorhanden, so dass eine Bestimmung des Immunsubtyps mdglich war. Jedes Areal

wurde einzeln nach seiner entsprechenden demyelinisierenden Aktivitdt ausgewertet.

2.6  Morphometrie
Die Biopsieschnitte wurden lichtmikroskopisch unter einem Zeiss® Mikroskop

ausgewertet.

2.6.1 Akute axonale Schadigung (APP-Immunhistochemie)

Die Auswertung erfolgte unter 1000-facher VergroRerung (Okular 10 x, Objektiv 100
X). Die Zahl der APP-positiven Spharoide wurde mit Hilfe eines Zahlgitters quantitativ
bestimmt. Je Lasionsaktivitat wurden 20 Gesichtsfelder ausgewertet. Um die Werte
fur die Flache von 1 mm?2 zu erhalten, musste der Mittelwert der Zahlfelder mit 100

multipliziert werden.

2.6.2 Axonale Dichte (Versilberung nach Bielschowsky)

Die Auswertung erfolgte unter 800-facher Vergrol3erung (Okular 8 x, Objektiv 100)
Die relative axonale Dichte wurde mit Hilfe eines 25-Punkte-Zahlgitters der Firma
Zeiss® bestimmt (Brick 1997). Das Zahlgitter enthielt 25 Kreuzungen, deren
Schnittmenge mit den axonalen Strukturen bestimmt wurde. Je Schnitt wurden in der
Regel zwanzig Gesichtsfelder ausgewertet, mindestens jedoch zehn Gesichtsfelder
je Léasionsareal. Zunachst wurden die Mittelwerte fur die einzelnen Patienten
ermittelt. Waren von einem Patienten mehrere Lasionsareale mit gleicher
Lasionsaktivitat vorhanden, wurde ein gemeinsamer Mittelwert gebildet.

Mithilfe dieser Werte wurden die Medianwerte der unterschiedlichen Immunsubtypen
sowohl fur die Lasionen, als auch die normal erscheinende weif3e Substanz (NAWM)
gebildet. Die Medianwerte der Bielschowsky-gefarbten Axone in der NAWM

unterschieden sich nicht signifikant beziglich der einzelnen Immunsubtypen. Sie
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konnten daher zusammengefasst werden. Der so ermittelte Wert wurde mit 100%
axonaler Dichte gleichgesetzt und als Referenzwert verwendet.

Die axonale Dichte in den L&sionen wurde in Bezug auf diesen Referenzwert in
Prozent angegeben. So konnte die relative axonale Dichte in den Lasionen

beschrieben werden.

2.7 Korrelation der Axonparameter mit T-Zellen und Makrophagen

Weiterhin wurden die Ergebnisse der Untersuchung der axonalen Dichte und des
akuten axonalen Schadens mit der Anzahl der Entzindungszellen verglichen.
Folgende Entziindungszellen wurden von Fischer aus derselben Arbeitsgruppe
ausgewertet: CD3*- und CD8*-T-Zellen, KiM1P- und MRP14-positive Zellen. Das
Gesamtkollektiv ist dasselbe und es wurden die identischen Félle ausgewertet,
jedoch teilweise in anderen L&sionsgebieten. Die Lasionsaktivititen waren stets
identisch.

2.8  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit der GraphPad PRISM® Software
durchgeftihrt. Es wurden der Kruskal-Wallis-Test und der Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Alle Tests wurden bei einem p-Wert unter 0,05 als statistisch signifikant
gewertet. FuUr die schriftiche Ausarbeitung wurden Microsoft® Word, Excel und

PowerPoint verwendet.

2.9 Materialanhang: Immunhistochemie
PBS (Phosphat Buffered Solution):
9,55 g PBS wurden auf 1 | Aqua bidest. geldst.

Citratpuffer:
2,1 g Citrat wurden auf 1 | Aqua dest. geldost und auf einen pH-Wert von 2,0

eingestellt.

DAB (3,3’-Diaminobenzidin)-Farbeldsung:
1 ml DAB wurde in 50 ml PBS geldst und anschlie3end gefiltert. Kurz vor Gebrauch
wurden 16 ul 30 % H20:2 hinzugefigt.
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Die fur die Immunhistochemie verwendeten Substanzen wurden bei Boehringer

Mannheim, Sigma, Seromed, Merck, Aldrich und Biochrom bestellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Neuropathologische Befunde
Alle Biopsien erfullen die neuropathologischen Kriterien einer entzindlichen
demyelinisierenden ZNS-Erkrankung.

3.1.1 Hamatoxilin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

In der HE-Farbung (Bild 3.1 und 3.2) stellen sich Lasionen mit einer vermehrten
Zelldichte dar (Bild 3.1). Diese ist Ausdruck eines entzindlichen Infiltrates, welches
hauptséachlich aus Makrophagen und Lymphozyten besteht. Das Infiltrat ist diffus im
Gewebe verteilt, bei einigen Lasionen jedoch auch perivaskular betont lokalisiert (vgl.
1.1.5, Seite 6). Ferner zeigen sich reaktive Astrozyten mit eosinophilem Zytoplasma.

Der Gewebegrund erscheint aufgelockert. Die Lasionen sind in der HE-Farbung

meist scharf begrenzt.

B

Bild

sich eine erhohte Zelldichte und Substanz zeigt hingegen eine regulére
Auflockerung des Gewebegrundes dar Zelldichte (HE-Farbung; x20; Fall 3598).
(HE-Farbung; x20; Fall 3598).

3.1.2 LFB-PAS-Farbung

Mit der LFB-PAS-Farbung werden Myelinscheiden blau dargestellt (Bild 3.3 und 3.4).
Es finden sich sowohl komplett demyelinisierte Plaques als auch remyelinisierte
Areale mit neu gebildeten, dinnen Markscheiden, die sich in der LFB-PAS-Farbung

zartblau darstellen. Makrophagen enthalten Myelinabbauprodukte, die sich in frihen
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Stadien der Demyelinisierung als blaue und in spéateren Stadien als rosa Granula

innerhalb des Zytoplasmas erkennen lassen.

"a b

Bild 3.3: Flachig entmarkte Lasion (LFB- Bild 3.4: Myelinscheiden in der normal

PAS-Farbung; x20; Fall 3598). erscheinenden weif3en Substanz stellen
sich blau gefarbt da (LFB-PAS-Farbung;
x20; Fall 3598).

3.1.3 Versilberung nach Bielschowsky

Die Versilberung nach Bielschowsky zeigt eine verminderte axonale Dichte innerhalb
der Lasionen (Bild 3.5) gegeniber der normal erscheinenden weif3en Substanz (Bild
3.6). Die axonale Dichte variiert von einem fast vollstandigen Verlust der Axone bis

zu einem nahezu kompletten Axonerhalt.
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Bild 3.5: In der frih aktiven Lasion zeigt sich Bild 3.6: Demgegeniber zeigt sich in der

eine deutliche Axonreduktion (Versilberung normal erscheinenden wei3en Substanz ein
nach Bielschowsky; x400; Fall 3584). dichtes axonales Gerust (Versilberung nach
Bielschowsky; x400; Fall 3584).

3.1.4 APP-Farbung

Die immunhistochemische Farbung mit Antikbrpern gegen das Amyloid-Precursor-
Protein (APP) stellt akut geschadigte Axone dar, in denen das APP akkumuliert. Je
nach verwendetem Farbsubstrat stellen sich die APP-positiven Spharoide rot oder
braun dar (Bild 3.7). In den Lasionen zeigt sich eine hohe Anzahl APP-positiver
Sphéaroide als Zeichen der akuten axonalen Schadigung. In einem weit geringeren
Mal3 wurden jedoch auch in der NAWM APP-positive Spharoide gefunden (Bild 3.8).

B
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Bild 3.7: Zahlreiche akut geschadigte Axone Bild 3.8: Demgegeniber zeigen sich in der

(braune Strukturen) finden sich in dieser friih  normal erscheinenden weil3en Substanz nur

aktiven Lasion (APP; x400; Fall 3553). vereinzelt akut geschadigte Axone (Pfeil)
(APP; x400; Fall 3553).
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3.2 Immunsubtypen und Lasionsaktivitaten

Eine Unterteilung in vier unterschiedliche immunpathogenetische Typen der aktiven
Demyelinisierung (sog. Immunsubtypen) (vgl. 1.1.5.2, Seite 7) wurde bei der
Auswertung der in der Studie verwendeten MS-Falle durchgefuhrt (Lucchinetti et al.
2000, Bitsch und Bruck 2002) (siehe Abb. 1.2, Seite 7).

Von den einzelnen Immunsubtypen und Farbungen wurden unterschiedliche
Fallzahlen ausgewertet (Tabelle 3.1).

Mittels der Bielschowsky-Versilberung wurden frih aktive Lasionen von 13 Fallen
(25%) des Subtyps I, von 27 Fallen (52%) des Subtyps Il und von 12 Fallen (23%)
des Subtyps Il untersucht.

Zudem wurden anhand der APP-Farbung frih aktive Lasionen von 11 Fallen des
Subtyps | (27%), von 19 Fallen des Subtyps Il (46%) und von 11 Féllen des Subtyps
[l (27%) untersucht.

Die Anzahl der ausgewerteten Félle der Bielschowky- und APP-Farbung fir die

normal erscheinende weille Substanz kdnnen der Tabelle 3.1 entnommen werden.

Unterschiedliche Fallzahlen ergeben sich fur die APP- und Bielschowsky-Farbungen,
da einige Falle ausgeschlossen werden mussten. Dies lag z.B. begrindet in zu
kleinen Gewebeproben oder einer zu schlechten Qualitat der Farbungen und der

fehlenden Moglichkeit der Nachfarbung.
In Kollektiven von biopsierten MS-Patienten finden sich zum Vergleich der Subtyp |
mit einer Haufigkeit von 19%, Subtyp Il von 53%, Subtyp Il von 26% und Subtyp IV

von 2% (Lucchinetti et al. 2000).

Ausgewertet wurden folgende Falle:
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Farbung Lasionsareal Subtyp | Subtyp 1l Subtyp 1l
Bielschowsky EA 13 (25%) 27 (52%) 12 (23%)
Bielschowsky NAWM 6 (23%) 10 (39%) 10 (39%)

APP EA 11 (27%) 19 (46%) 11 (27%)
APP NAWM 5 (21%) 10 (42%) 9 (38%)
MS-
. 19% 53% 26%
Normalkollektiv

Tabelle 3.1: Anzahl der ausgewerteten Falle unterteilt nach Immunsubtypen sowie
die Verteilung der Immunsubtypen im Kollektiv biopsierter Patienten (Lucchinetti et
al. 2000) zum Vergleich (gerundet auf gerade Zahlen);

APP = Amyloid-Precursor-Protein; EA = early active (frih aktiv); NAWM = Normal

appearing white matter (normal erscheinende weil3e Substanz)

3.3  Axonale Dichte

Die axonale Dichte wurde durch die Auswertung der mit der Versilberung nach
Bielschowsky angefarbten Schnitte bestimmt. Es wurden die Axonwerte der Lasionen
und der NAWM ermittelt. Der ermittelte Wert der L&sionen wurde in Bezug zur
normalen weil3en Substanz gesetzt. Ein Referenzwert wurde durch Mittelung der
Werte der NAWM gebildet (vgl. 2.6.2, Seite 22) und die axonale Dichte in den

Lasionen als relativer Prozentsatz dieses Referenzwertes angegeben.

Bei Untersuchung der normal erscheinenden weilden Substanz lie3 sich kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der axonalen Dichte zwischen den einzelnen
Immunsubtypen nachweisen. Dennoch findet sich beim Immunsubtyp Il mit einem
Median von 89% eine geringere axonale Dichte als in Immunsubtyp | und III (101
bzw. 111%, vgl. auch Abbildung 3.1). Die Werte Uiber 100% ergeben sich rechnerisch
aufgrund der Verwendung des gemeinsamen Referenzwertes. Subtyp | weist eine
Spannweite von 87% bis 121% auf. Subtyp Il zeigt eine Spannweite von 45% bis
123% und Subtyp Il weist die grofdte Spannweite von 31% bis 128% auf. Die
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Standardabweichung in Subtyp | ist mit einem Wert von 13% am geringsten. Subtyp
Il weist mit 23% einen ahnlichen Wert auf wie Subtyp Il mit 26%.

Zusammenfassend finden sich stark variierende Axonwerte in der NAWM. Die
Spannweite der ausgewerteten Daten sowie die minimalen und maximalen Werte

kénnen Tabelle 3.2 entnommen werden.

150+

1004

o

50+

axonale Dichte in %

Subtyp 1 (n=5) Subtyp 2 (n=11) Subtyp 3 (n=10)

Abbildung 3.1 - axonale Dichte der normal erscheinenden wei3en Substanz
(NAWM) in den einzelnen Immunsubtypen; grafisch dargestellt sind: Mittelwert,
Minimum, Maximum sowie die Perzentilen 25 und 75

In den friih aktiven Lasionen ist die Axondichte im Median auf ca. die Halfte
reduziert: Es zeigt sich mit einem Median von 51,5% eine statistisch signifikante
Reduktion der axonalen Dichte gegeniber der NAWM (Median per definitionem
100%) (P<0,0001). Dies ist in Abbildung 3.2 dargestellt.
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Y% = signifikanter Unterschied p<0,0001

w

150~ | |

— _

100+

50+

axonale Dichte in %

NAWM (n=26) EA (n=52)

Abbildung 3.2 - Axonale Dichte der normal erscheinenden weil3en Substanz
(NAWM) im Vergleich zu frihaktiven L&sionen (EA); grafisch dargestellt sind:
Mittelwert, Minimum, Maximum sowie die Perzentilen 25 und 75

Es zeigt sich beim Vergleich der L&sionen eine grol3e Variabilitaét der axonalen
Dichte, von einer massiven Reduktion der Axone bis hin zu einem kompletten Erhalt
reichend. In Subtyp Il findet sich mit einem Median von 49% eine geringere axonale
Dichte als in Subtyp | (Median 54%) und in Subtyp Il (Median 54%). Ein signifikanter
Unterschied zwischen den Immunsubtypen lasst sich jedoch nicht nachweisen (vgl.
Abbildung 3.3). Innerhalb der einzelnen Immunsubtypen zeigt sich eine deutliche
Schwankungsbreite. Die Spannweite beim Subtyp | ist mit Werten von 33% bis 123%
am grofdten. Subtyp Il zeigt eine Spannweite von 19% bis 102% und Subtyp Il von
37% bis 93%.

Zusammenfassend finden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen Subtypen der Entmarkung bei dem Vergleich der axonalen Dichte.
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150+

100+

50+

axonale Dichte in %

Subtyp 1(n=13)  Subtyp 2 (n=27)  Subtyp 3 (n=12)

Abbildung 3.3 - Vergleich der axonalen Dichte zwischen den einzelnen Immunsubtypen in
den frih aktiven Lasionarealen

Im Folgenden finden sich Bilder aus friih aktiven Lasionen mit unterschiedlichen
axonalen Dichten (Bild 3.9 bis 3.13).

Bild 3.9: Axonale Dichte in der frih aktiven Bild 3.10: Axonale Dichte in der frih aktiven
Lasion von ca. 40 % (Versilberung nach L&sion von ca. 45 % (Versilberung nach
Bielschowsky; x400) Bielschowsky; x400)
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Bild 3.11: Axonale Dichte in der friih aktiven Bild 3.12: Axonale Dichte in der frih aktiven

Lasion von ca. 60 % (Versilberung nach L&sion von ca. 86 % (Versilberung nach
Bielschowsky; x400) Bielschowsky; x400)

bgaey B3 g, 7,07

Lasion von ca. 123 % (Versilberung nach
Bielschowsky; x400)

Die einzelnen Medianwerte sowie die minimalen und maximalen axonalen
Dichtewerte fir die einzelnen Immunsubtypen der frih aktiven Lasionen und der
NAWM sind in Tabelle 3.2 wiedergegeben.
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Median +
STABWN in % Subtyp | Subtyp 1l Subtyp 1l
(Min-Max)
101 £+ 13% 89 + 23% 111 + 26%
NAWM
(87-121%) (45-123%) (31-128%)
EA 54 + 23% 49 + 18% 54 + 15%
(33-123%) (19-102%) (37-93%)

Tabelle 3.2: Axonale Dichte der NAWM und der frih aktiven Lasionen (EA) bei
Vergleich der Immunsubtypen

3.4  Akuter axonaler Schaden
Durch die Auswertung der mit Antikdrpern gegen das APP gefarbten Biopsieschnitte
konnte der akute axonale Schaden in den unterschiedlichen Immunsubtypen in der

NAWM und in den L&sionen erfasst werden.

In der normal erscheinenden weil3en Substanz lassen sich akut geschadigte
Axone in geringer Anzahl nachweisen. In Subtyp Il zeigen sich mit im Median 360
APP-positiven Spharoiden/mm2 mehr akut geschadigte Axone als in Subtyp I
(Median 341 Sphéaroide/mm?2) und Subtyp | (Median 200 Sphéaroide/mm?2) (vgl.
Abbildung 3.4). Diese Unterschiede sind statistisch jedoch nicht signifikant.

Subtyp Il zeigt mit 994 Spharoiden/mm?2 eine sehr hohe Standardabweichung,
welche durch die Abweichung eines einzelnen Falles (3350 Sphéaroide/mm?2) zu
erklaren ist.

Die Spannweite ist in der normal erscheinenden weil3en Substanz grof3 und zeigt
damit eine ausgepragte Variabilitdt zwischen den einzelnen Féllen auf. Subtyp | weist
eine Spannweite von 10 bis 300 Spharoiden/mm2 auf. Subtyp Il zeigt eine
Spannweite von 0 bis 830 Spharoiden/mm2 und Subtyp IlI von 20 bis 3350
Spharoiden/mm2 (siehe Tabelle 3.3).
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Abbildung 3.4 - APP-positive Sphéroide innerhalb der normal erscheinenden
weillen Substanz (NAWM) bei Vergleich der Imnmunsubtypen

Es zeigen sich in den frih aktiven Lé&sionen (alle Immunsubtypen
zusammengefasst) signifikant mehr akut geschéadigte Axone als in der NAWM
(P<0,0001). Der Median in den friih aktiven Lasionen ist ca. 26-mal hoher als in der
normal erscheinenden weiRen Substanz (6560 APP-positive Spharoide pro mmz2 im

Vergleich zu 256 Sphéaroiden pro mm2) (vgl. Abbildung 3.5).

¥¢ = signifikanter Unterschied p<0,0001

20000+

10000+

Spheroide/mm?

NAWM (n=24) EA (n=41)

Abbildung 3.5 - Akuter axonaler Schaden der frih aktiven Lasionen (EA) im Vergleich zur
normal erscheinenden weifRen Substanz (NAWM); grafisch dargestellt sind: Mittelwert,
Minimum, Maximum sowie die Perzentilen 25 und 75

Vergleicht man die akute axonale Schadigung in den L&sionen zwischen den

einzelnen Immunsubtypen, so finden sich beim Immunsubtyp | mit im Median 9060
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Spharoiden/mm? signifikant mehr akut geschadigte Axone als beim Immunsubtyp I
(Median 4500 Spharoide/mm?) (Mann-Whitney-U-Test p<0,003). Subtyp Il zeigt mit
im Median 7000 Spharoiden/mm?2 ebenfalls hohe Zahlen akut geschadigter Axone,
ohne jedoch im Vergleich zu den anderen Immunsubtypen einen signifikanten
Unterschied aufzuweisen (vgl. Abbildung 3.6).

20000~ ¥ = signifikanter Unterschied p<0,003

10000+ T €L
patelatatalely
LRGN HN

Sphéaroide/mm?2

Subtyp 1 (n=11) Subtyp 2 (n=19) Subtyp 3 (n=11)

Abbildung 3.6 - Akuter axonaler Schaden der frih aktiven L&sionen (EA) bei Vergleich
der einzelnen Subtypen; grafisch dargestellt sind: Mittelwert, Minimum, Maximum
sowie die Perzentilen 25 und 75

Der niedrigste Wert von akut geschadigten Axonen liegt beim Subtyp | bei 4415
Spharoiden/mm? innerhalb der Lasionen. Kein Wert liegt darunter. Beim
Immunsubtyp Il liegen hingegen 42% der Falle unter diesem Wert und verdeutlichen
somit die geringere akute axonale Schadigung.

Die Spannweite reicht beim Subtyp | von 4415 Spharoiden/mm? bis zu 12430
Spharoiden/mmz2. Subtyp 1l weist Werte von 840 Spharoiden/mm?2 bis zu 10140
Spharoiden/mm2 auf und Subtyp Illl von 800 Spharoiden/mm?2 bis zu 17785
Spharoiden/mm2,

Die einzelnen Medianwerte sowie die minimalen und maximalen Werte der akuten

axonalen Schadigung fir die einzelnen Immunsubtypen der frih aktiven L&sionen
und NAWM sind in Tabelle 3.3 wiedergegeben.
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Median +
STABWN Subtyp | Subtyp Il Subtyp 1l
(Min-Max)
200 £ 110 341+ 302 360 £ 994
NAWM
(10-300) (0-830) (20-3350)
EA 9060 + 2611 4500 £ 2715 7000 + 4766
(4415-12430) (840-10140) (800-17785)

Tabelle 3.3: Akuter axonaler Schaden: APP-positive Sphéroide in der normal

erscheinenden weiRen Substanz (NAWM) und in den friih aktiven Lasionen (EA) pro

mm?2

Im Folgenden finden sich Bilder

von APP-positiven Spharoiden

in den

unterschiedlichen Immunsubtypen friih aktiver Lasionen (Bilder 3.14-3.19).

oL
L T
at

&hz‘:*{» AT R Ry m,s“%ﬁ:?:‘fm: LPN
Bild 3.14: Akut geschadigte Axone
(braune Strukturen) in frih aktiver Lasion

des Subtypen | (APP; x400).

.'...A ‘v.‘k “ “ ‘ b % . .
Bild 3.15: Akut geschéadigte Axone (rot-

braune Strukturen) in frih aktiver Lasion
des Subtypen | (APP; x400).
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Bild 3.16:' Akut geschadigte Axone Bild 3.17: Akut geschadigte Axone (rot-

(braune Strukturen) in frih aktiver Lasion braune Strukturen) in frih aktiver Lasion

des Subtypen Il (APP; x400). des Subtypen Il (APP; x400).
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Bild 3.18: Akut geschadigte Axone Bild 3.19: Akut geschadigte Axone (rot-
(braune Strukturen) in frih aktiver Lasion braune Strukturen) in frih aktiver Lasion

des Subtypen Ill (APP; x400). des Subtypen Il (APP; x400).

3.5 Korrelationen von axonaler Dichte und akuter axonaler Schadigung

Es erfolgte eine Korrelation der Anzahl der APP-positiven Spharoide und der mittels
der Bielschowsky-Versilberung ermittelten relativen axonalen Dichte. Hierbei lasst
sich weder in den L&asionen noch in der normal erscheinenden weil3en Substanz eine

Korrelation nachweisen.

3.6 Korrelationen der Axonpathologie mit den Entztiindungszellen

Im Folgenden wurden die Daten der hier vorliegenden Studie (APP-positive
Spharoide, relative axonale Dichte) mit denen aus der Arbeit von Fischer (CD3*- und
CD8*-T-Zellen sowie KiM1P-positive Makrophagen und KiM1P-MiP-positive
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Makrophagen)  verglichen  (Fischer  2007). Fischer untersuchte das
Entziindungsinfiltrat in den verschiedenen Immunsubtypen der MS. KiM1P ist ein
Marker fur Makrophagen und Mikrogliazellen. Als KiM1P-MiP-positive Makrophagen

wurden KiM1P-positive Makrophagen mit einem Mikroglia Phanotyp bezeichnet.

3.6.1 Korrelationen der axonalen Dichte mit den Entziindungszellen

3.6.1.1 Gemeinsame Auswertung aller Immunsubtypen sowie
Lasionsaktivitaten

Werden die Falle unabhangig von den Immunsubtypen und der L&sionsaktivitat (d.h.
einschlie3lich der weil3en Substanz) ausgewertet, zeigt sich zwischen der axonalen
Dichte und den CD3*-T-Zellen eine signifikante negative Korrelation (n=49;
p<0,0001; Spearman r = -0,5318). Zwischen den CD8*-T-Zellen und der axonalen
Dichte zeigt sich ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang (n=49; p=0,0005;
Spearman r = -0,4760). Je mehr CD3*- und CD8*-T-Zellen vorkommen, desto
geringer ist die axonale Dichte. Es liegen jedoch sehr niedrige
Korrelationskoeffizienten vor.

Eine negative signifikante Korrelation zeigt sich ferner zwischen der axonalen Dichte
aller Subtypen sowie den KiM1P-positiven Makrophagen (n=50; p=0,0005;
Spearman r= -0,4728); eine positive Korrelation hingegen zwischen der axonalen
Dichte und den KiM1P-MiP positiven Zellen (n=48; p= 0,0001; Spearman r =0,5252).
Es finden sich jeweils ebenfalls sehr niedrige Korrelationkoeffizienten. Da keine
Daten der MRP14-positiven Makrophagen in der NAWM vorliegen, musste auf diese

Korrelation verzichtet werden.

3.6.1.2 Auswertung der frih aktiven Lasionsareale sowie getrennt der
NAWM (unabhangig vom Immunsubtyp)

Werden alle frih aktiven Areale, unabhangig vom Immunsubtyp, mit den
Entziindungszellen korreliert, so errechnen sich keine signifikanten Korrelationen.
Auch beim Zusammenfassen aller Areale der NAWM und Vergleich mit dem

Entzindungsinfiltrat ergeben sich keine signifikanten Korrelationen.
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3.6.1.3 Auswertung der frih aktiven Lasionen in Abhangigkeit des
Immunsubtyps

Werden die Immunsubtypen einzeln betrachtet, so findet sich zwischen der axonalen
Dichte im Immunsubtyp II und den CD3*-T-Zellen eine signifikante negative
Korrelation (n=16; p=0,0237, Spearman r=-0,5611). Je mehr CD3*-T-Zellen in der
Lasion vorhanden sind, desto geringer ist die axonale Dichte. Es zeigt sich nur beim
Subtyp Il ebenfalls eine positive Korrelation zwischen der axonalen Dichte und den
KiM1P-positiven Makrophagen in Subtyp Il (n=17; p=0,0024, Spearman r = 0,6843).
Keine Korrelationen zeigen sich zwischen der axonalen Dichte und den KiM1P-
positiven Makrophagen fur Subtyp | und Il (Subtyp I: 9 Falle; Subtyp III: 8 Falle), den
MRP14-positiven Zellen (Subtyp I: 9 Félle; Subtyp: Il 16 Falle; Subtyp: 11l 8 Falle) und
CD8*-T-Zellen (Subtyp I: 8 Falle; Subtyp Il: 15 Falle; Subtyp: 11l 8 Falle). Beziiglich
der KiM1P-MiP-positiven Makrophagen zeigt sich ebenfalls keine signifikante
Korrelation (Subtyp I: 8 Félle; Subtyp 1I: 12 Falle; Subtyp: Ill 7 Falle). Aufgrund der
relativ kleinen Anzahl an Ubereinstimmenden Fallen sind die Korrelationen jedoch

vorsichtig zu interpretieren.

3.6.14 Auswertung der NAWM in Abhéangigkeit des Immunsubtyps
In der normal erscheinenden weiRen Substanz standen nur wenige Falle mit
Uberschneidenden Daten zur Verfigung, so dass keine Korrelationsberechnung

moglich war.

3.6.2 Korrelationen des akuten axonalen Schadens mit den Entziindungszellen

3.6.2.1 Gemeinsame Auswertung aller Immunsubtypen sowie
Lasionsaktivitaten

Fasst man alle Falle, unabhangig vom Immunsubtyp und der Lasionsaktivitat
zusammen, zeigen sich zwischen der akuten axonalen Schadigung und den
Entziindungszellen folgende Korrelationen: APP-positive Spharoide und CD3*-T-
Zellen korrelieren signifikant (n=42; p<0,0001; Spearman r= 0,6148). APP-positive
Sphéaroide und CD8*-T-Zellen korrelieren signifikant (n=42; p=0,0001; Spearman r=
0,5552). APP-positive Spharoide und KiM1P-positive Makrophagen weisen ebenfalls
eine signifikante Korrelation auf (n=44; p<0,0001; Spearman r= 0,6515). Ein negative
Korrelation ergibt sich fur die KiM1P-MiP-positiven Makrophagen und der akuten
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axonalen Schadigung (n=42; p=0,0004; Spearman; r=-0,5180). Da auch hier keine
Daten fur die MRP14-positiven Makrophagen in der normal erscheinenden weif3en

Substanz vorlagen, musste auf eine gemeinsame Auswertung verzichtet werden.

3.6.2.2 Auswertung der frih aktiven Lasionsareale sowie getrennt der
NAWM (unabhéangig vom Immunsubtyp)

Werden die APP-Werte der frih aktiven Félle aller Immunsubtypen mit den einzelnen
Entzindungszelltypen korreliert, so ergeben sich keine signifikanten Korrelationen.
Bei Auswertung der normal erscheinenden weil3en Substanz (Subtyp I-11l) zeigt sich
eine signifikante Korrelation der APP-Werte mit den CD3*-T-Zellen (n=16; p=0,0183;
Spearman r=0,5808); die weiteren Korrelationsberechnungen zeigen Kkeine

signifikanten Zusammenhange.

3.6.2.3 Auswertung der frih aktiven L&sionen in Abhéangigkeit des
Immunsubtyps

In Subtyp I, Il und Il zeigen sich fir die CD3*-T-Zellen (Subtyp I: 8 Falle, Subtyp II:
11 Falle; Subtyp lll: 7Falle) keine signifikanten Zusammenhange mit den APP-
positiven Sphéaroiden. Die CD8*-T-Zellen (Subtyp I: 7 Falle; Subtyp 1I: 12 Falle;
Subtyp lll: 7 Falle), KiM1P-positiven Makrophagen: (Subtyp I: 8 Falle; Subtyp II: 14
Falle; Subtyp lll: 7 Falle), KiM1P-MiP-positiven Makrophagen (Subtyp I: 8 Falle;
Subtyp II: 12 Falle; Subtyp llI: 7 Félle) und MRP14-positiven Zellen (Subtyp I: 8 Félle;
Subtyp II: 13 Faélle; Subtyp Il 7 Falle) weisen ebenfalls keine signifikanten

Korrelationen mit den APP-positiven Spharoiden in den jeweiligen Subtypen auf.

3.6.24 Auswertung der NAWM in Abhéangigkeit des Immunsubtyps

In der normal erscheinenden weilden Substanz zeigt sich beim Subtyp Il eine
signifikante Korrelation zwischen den APP-positiven Sphéaroiden und den CD8*-T-
Zellen (n=6; p=0,0167, Spearman r=0,9429). Je mehr CD8*-T-Zellen vorhanden sind,
desto groRRer ist die akute axonale Schadigung. Weitere signifikante Korrelationen
zeigen sich nicht. Es sind jedoch die geringen Fallzahlen zu diskutieren. (Subtyp I
CD3- und CD8-Auswertung jeweils 6 Félle; KiM1P- und KiM1P-MiP-Auswertung je 4
Félle; Subtyp II: je 5 Féalle; Subtyp Ill: je 6 Fé&lle). Von den MRP14-positiven

Makrophagen liegen auch hier keine Daten vor.
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Die durchgefuhrten Korrelationen sind tabellarisch im Anhang zusammengefasst
(Tabelle 6.7).

Zusammengefasst zeigt sich eine signifikante  Korrelation mit einem
Korrelationskoeffizienten > 0,7 zwischen den APP-positiven axonalen Spharoiden
und den CD8*-zytotoxischen T-Zellen in der NAWM des Subtyps Il (r=0,94).

3.7 Korrelation der Axonparameter mit epidemiologischen Daten

Die epidemiologischen Daten der Patienten sind im Anhang aufgefuhrt (Tabelle 6.1-
6.5, Seite 59 bis 62). Im Folgenden werden epidemiologische Daten mit der axonalen
Schadigung korreliert.

3.7.1 Mediane Krankheitsdauer vor Biopsieentnahme

Vergleicht man die mediane Krankheitsdauer (Intervall zwischen Beginn der
allerersten klinischen Symptomatik und Biopsieentnahme), so zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Immunsubtypen. Subtyp Il zeigt
das kirzeste Intervall (Median von 0,9 Monaten). Subtyp Il weist mit einer medianen
Krankheitsdauer von 5,04 Monaten das langste Intervall auf und Subtyp | liegt mit
1,56 Monaten zwischen diesen Werten. Subtyp Il weist zwei Werte mit einem
Zeitraum von einigen Jahren auf. So erklart sich der relativ hohe Medianwert.

Eine Korrelation zwischen der Krankheitsdauer und der axonalen Dichte oder der
akuten axonalen Schadigung kann nicht nachgewiesen werden.

Ferner haben wir die Dauer von Beginn der Symptomatik der L&sion, die zur Biopsie
fuhrte bis zum Biopsiezeitpunkt mit der axonalen Schadigung Kkorreliert. Bei
vorangegangenen Schiben weicht diese Dauer von der zuvor betrachteten
medianen Krankheitsdauer ab. Es zeigen sich mediane Zeitintervalle von 0,76
Monaten beim Subtyp I, 1,08 Monaten beim Subtyp Il und 0,9 Monaten beim Subtyp
[l (vgl. Tabelle 6.2, Seite 61). Die Unterschiede zwischen den einzelnen Subtypen

sind jedoch nicht signifikant.
Eine Korrelation zwischen der Dauer der ersten Symptome der biopsierten Lasion bis

zum Biopsiezeitpunkt und der axonalen Dichte oder der akuten axonalen Schadigung

kann nicht nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 6.3, Seite 61).
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3.7.2 Geschlechterverteilung

Die Geschlechterverteilung der einzelnen MS-Subtypen kann aus Tabelle 6.4 (Seite
62) im Anhang entnommen werden. Ausgewertet wurden zuerst alle Falle,
unabhangig der Lasionsaktivitit (NAWM und frih aktive Lasionen
zusammengefasst). Die normal erscheinende weil3e Substanz sowie die frih aktiven
Lasionen wurden anschlie3end getrennt betrachtet und zuletzt wurden die jeweiligen
Immunsubtypen einzeln ausgewertet. Zwischen den Geschlechtern konnten in der
vorliegenden Untersuchung keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der

axonalen Dichte und des akuten axonalen Schadens nachgewiesen werden.

3.7.3 Alter zum Zeitpunkt der Biopsie

Das Alter zum Zeitpunkt der Biopsie kann Tabelle 6.5 (Seite 62) entnommen werden.
Subtyp | weist ein medianes Alter von 33 Jahren, Subtyp Il von 36 Jahren und
Subtyp Ill von 44 Jahren auf. Obwohl das mediane Alter beim Subtyp Il deutlich
hoher erscheint, findet sich rechnerisch kein signifikanter Unterschied bei Vergleich
der Immunsubtypen. Signifikante Korrelationen des Alters mit der axonalen Dichte
konnen nicht nachgewiesen werden. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Alter zum Biopsiezeitpunkt und dem akuten axonalen Schaden in frih aktiven
Lasionen zeigt sich bei Immunsubtyp Il (n=8; p=0,0218; r= -0,8095). Das bedeutet:
je junger der Patient zum Biopsiezeitpunkt, desto hoher die Anzahl der APP-positiven
Sphéaroide und somit der akute axonale Schaden. Die geringe Anzahl an Fallen ist
jedoch zu beachten. Bei Subtyp | und Il sind in der vorliegenden Untersuchung keine

signifikanten Unterschiede nachweisbar.

3.7.4 Klinische Verlaufsformen

Bei einem Vergleich der klinischen Verlaufsformen , klinisch isoliertes Syndrom
(CIS)4, ,schubférmig-remittierender Verlauf (RR)“ und ,sekundar chronisch
progredienter Verlauf (SPMS)“ hinsichtlich der axonalen Schadigung zeigt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen dem CIS und der RRMS: Es finden sich
signifikant mehr APP-positive Sphéaroide bei Patienten mit einem CIS bei Analyse der
frih aktiven Lasionen (p=0,015).

Die unterschiedliche Haufigkeit der klinischen Verlaufsformen zum Zeitpunkt der

Biopsie bei den einzelnen Immunsubtypen ist zu beachten (siehe Tabelle 6.6, Seite
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62): Beim Immunsubtyp | finden sich in 55 %, beim Subtyp Il in 11 % und beim
Subtyp 1l in 70 % Patienten mit einem klinisch isolierten Syndrom.

3.7.5 Vorangehende Hochdosis-Kortison-Therapie
Hinsichtlich der akuten axonalen Schadigung oder der axonalen Dichte zeigt sich bei
den hier untersuchten Praparaten kein signifikanter Unterschied bei Vergleich der

Patienten mit und ohne Hochdosis-Kortisontherapie im Vorfeld der Biopsie.
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4 DISKUSSION

4.1 Axonpathologie in MS-Subtypen

Die Multiple Sklerose zeigt sich hinsichtlich ihres klinischen Verlaufes, der
Bildgebung und des Therapieansprechens heterogen. Sie wird daher auch als die
,Erkrankung mit tausend Gesichtern“ bezeichnet.
Auch histologisch lassen sich Unterschiede der Lasionen erkennen. Wahrend die
Unterschiede hinsichtlich des akuten axonalen Schadens und der axonalen Dichte
zwischen frih aktiven Lasionen und der normal erscheinenden weil3en Substanz
bereits in mehreren Studien beschrieben wurden, werden hier die Unterschiede
zwischen den genannten Subtypen beleuchtet.
Lucchinetti et al. beschrieben im Jahr 2000 unterschiedliche Muster der
entzundlichen Entmarkung und teilten die frih aktiv entmarkenden MS-L&sionen
mittels der in 1.1.5.2 (Seite 7) beschriebenen Methodik in vier unterschiedliche so
genannte Immunsubtypen ein, welche auf eine unterschiedliche Immunpathogenese
hindeuten (Lucchinetti et al. 2000). Bei den Subtypen | und Il stehen hierbei
entzindliche und beim Subtyp Il und IV degenerative Aspekte im Vordergrund (vgl.
1.1.5.2, Seite 7).
Die interindividelle Heterogenitéat der MS-Lasionen wirft die Frage auf, ob
a) die axonale Schadigung durch unterschiedliche pathogenetische Mechanismen
verursacht wird und somit in den Immunsubtypen ein unterschiedliches Ausmal}
aufweist oder
b) die axonale Schadigung als Sekundarfolge einer entziindlichen Entmarkung in
allen Subtypen vergleichbar ist.
Bei der histologischen Untersuchung der MS-Biopsien hinsichtlich der axonalen
Dichte und des akuten axonalen Schadens zeigen sich folgende Ergebnisse, die im
Anschluss diskutiert werden:
a) Axonale Dichte:
In der normal erscheinenden weil3en Substanz zeigt sich zwischen den
einzelnen Subtypen kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der axonalen
Dichte. Allerdings findet sich im Median beim Immunsubtyp Il eine geringere

axonale Dichte gegentber dem Immunsubtyp | und Ill, bei jedoch deutlich
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variierenden Werten zwischen einzelnen Patienten auch eines Immunsubtyps
(vgl. 3.3, Seite 29).

In den frih aktiven L&sionen zeigt sich hinsichtlich der axonalen Dichte
ebenfalls kein signifikanter Unterschied. Eine grof3e Spannweite innerhalb der

einzelnen Subtypen ist auch hier zu erkennen.

b) Akuter axonaler Schaden:
In der normal erscheinenden weil3en Substanz zeigen sich ebenfalls akut
geschadigte Axone. Signifikante Unterschiede finden sich zwischen den
einzelnen Immunsubtypen nicht.
In den frih aktiven Lasionen zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen
Subtyp | und II: Subtyp | zeigt signifikant mehr akut geschadigte Axone.
Zwischen den anderen Subtypen l&sst sich kein signifikanter Unterschied

nachweisen.

Die vorliegende Studie diskutiert die axonale Schadigung im Vergleich der
Immunsubtypen. Zunachst wird die normal erscheinende weil3e Substanz (4.2)

abgehandelt. Anschlieend wird auf die Lasionsareale eingegangen (4.3).

4.2  Axonale Schadigung der normal erscheinenden weil3en Substanz

Zeis et al. konnten zeigen, dass in der normal erscheinenden weil3en Substanz von
an MS erkrankten Patienten eine erhdhte Expression von zellschadigenden Genen
stattfindet (Zeis et al. 2008). Laut dieser Studie werden aber ebenfalls

neuroprotektive Gene vermehrt exprimiert.

4.2.1 Axonale Dichte

Kutzelnigg et al. beschrieben eine axonale Schadigung in der normal erscheinenden
weillen Substanz, insbesondere bei Patienten mit einem chronischen
Krankheitsverlauf und fuhrten dies auf diffus entzindliche Prozesse zurlck
(Kutzelnigg et al. 2005). Bildgebend zeigen sich ebenfalls Hinweise auf einen
axonalen Schaden in der normal erscheinenden weil3en Substanz: Andrade et al.
konnten in einer Studie bei MS-Patienten im Vergleich mit einer Kontrollgruppe

mittels diffusionsgewichteter Magnetresonanztomografie einen axonalen Schaden
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auch in der normal erscheinenden weil3en Substanz nachweisen (Andrade et al.
2007).

Hinsichtlich der axonalen Dichte in der normal erscheinenden weilen Substanz
finden sich in dieser Studie zwischen den Immunsubtypen der MS keine signifikanten
Unterschiede.

Da bei der Biopsie in der Regel nur kleine Gewebeproben entnommen werden, liegt
die ausgewertete normal erscheinende weil3e Substanz in der Nahe der entziindlich-
entmarkenden L&sionen. Unabhéngig von den Immunsubtypen kénnte somit die
Lasionspathologie Einfluss auf die axonale Dichte und axonale Schadigung der
normal erscheinenden weil3en Substanz haben. Das Ausmald der Waller'schen
Degeneration in der NAWM korreliert mit dem Ausmalfd der Schadigung innerhalb von
Lasionen (Dziedzic et al. 2010). Ein Unterschied zwischen den Immunsubtypen
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Dziedzic et al. 2010). Vrenken konnte
2006 in einer Studie mittels T1 gewichteter MRT Bilder mit zunehmender Entfernung
von der Lasion weniger pathologische Veranderungen in der normal erscheinenden
weifRen Substanz nachweisen (Vrenken et al. 2006).

Eine weitere Schwierigkeit der standardisierten Auswertung humaner Biopsien ist die
unterschiedliche Biopsielokalisation. Unterschiedliche Hirnregionen weisen eine
unterschiedliche Dichte der Axone auf. Die axonalen Dichten variieren aufgrund der
unterschiedlichen Verlaufe der Fasertrakte. In der Studie von Dziedzic et al. konnten
jedoch keine signifikant unterschiedlichen Axondichten in unterschiedlichen
Hirnregionen nachgewiesen werden (Dziedzic et al. 2010). Die Regionen der normal
erscheinenden weillen Substanz konnten aufgrund der humanen und zu
diagnostischen Zwecken entnommenen Biopsien nicht standardisiert werden. Die
statistische Auswertung zeigt eine ausgepragte Spannweite der ermittelten Werte, so
dass nur sehr ausgepréagte Dichteanderungen zu einem signifikanten Unterschied
fuhren wirden.

Mdglicherweise kommt es auch zu einer Verfalschung der Ergebnisse, da in den
frihen Entmarkungsstadien der hier untersuchten Biopsien ein ausgepragtes Odem
vorliegen kann. Dieses kann durch eine Distension der Axone eine starkere axonale
Reduktion vortauschen als tatsachlich vorhanden ist. Da ein Odem eher in
Immunsubtyp | und Il zu vermuten ist (Immunsubtyp mit ausgepragterer Entziindung)

und weniger in Immunsubtyp Il (eher degenerative Aspekte), konnte ein
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ausgepréagterer axonaler Verlust im Immunsubtyp | und Il vorgetauscht werden. Es
handelt sich hierbei allerdings um eine eher hypothetische Annahme, da das Odem
nicht quantitativ untersucht wurde. Subtyp | und Il zeigen in der vorliegenden Studie

eine geringere axonale Dichte in der NAWM als Subtyp 11l (vgl. 3.3, Seite 29).

Zusammenfassend finden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Immunsubtypen hinsichtlich der axonalen Dichte in der NAWM. Es ist jedoch nicht
auszuschlieBen, dass eventuelle Unterschiede durch oben genannte Grinde nicht

erfasst wurden.

Bei den dieser Arbeit zugrunde liegenden Biopsien handelt es sich um sehr frihe
Stadien der MS. Eventuelle Unterschiede der axonalen Dichte, die einen Verlust der
Axone voraussetzen, machen sich moglicherweise erst zu spateren Zeitpunkten nach
langer anhaltender Schadigung bemerkbar.

Es wurde daher zusatzlich die akute axonale Schadigung ausgewertet. Mittels des
Markers APP wird eine axonale Transportstorung dieses Proteins nachgewiesen (vgl.
1.2.1.2, Seite 9 und 2.4.1, Seite 16). Hierbei handelt es sich um eine frihe axonale

Schadigung, welche irreversibel oder auch reversibel sein kann.

4.2.2 Akuter axonaler Schaden

In den hier ausgewerteten Biopsien zeigt sich auch in der normal erscheinenden
weilden Substanz eine - wenn auch im Vergleich zu den Lasionen geringere - akute
axonale Schadigung (vgl. 3.4, Seite 34). Dies entspricht friheren Studien, die
ebenfalls einen akuten axonalen Schaden in der normal erscheinenden weil3en
Substanz beschreiben (Kornek et al. 2000) (vgl. 1.2.2, Seite 9).

APP-positive Sphéaroide finden sich in der vorliegenden Studie in allen
Immunsubtypen in der NAWM. Im Vergleich zu den akuten L&sionen ist der axonale
Schaden in der NAWM ca. 26-mal geringer. Findet jedoch tber Jahre hinweg eine
geringe akute axonale Schadigung statt, wie es bei einem chronischen MS-Verlauf
anzunehmen ist, so ist eine Kumulation des axonalen Schadens zu vermuten, die
letztendlich zu einem relevanten Axonverlust fihrt.

Bjartmar et al. zeigten, dass es auch ohne eine akute Schadigung von Myelin in der
normal erscheinenden weil3en Substanz zu einem akuten axonalen Schaden

kommen kann (Bjartmar et al. 2001). Er fihrte dies auf eine Waller'sche
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Degeneration zurtick und diskutiert, dass eine folgende langsame Demyelinisierung
maoglicherweise zu einer sekundaren Entziindungsreaktion fuhrt.

Unabhangig von der Lasionspathologie und einer Entmarkung koénnten zudem
Autoantikdrper zu einer axonalen Schadigung in der NAWM fuhren. Mathey et al.
konnten Antikdrper, welche gegen Neurofascin gerichtet sind, im Serum von MS-
Patienten nachweisen. Neurofascin ist im Bereich der Ranvier'schen Schnurringe auf
Axonen lokalisiert. Die Gabe von diesem Antikdrper fuhrte im Tiermodell zu einer

axonalen Schadigung und klinischen Verschlechterung (Mathey et al. 2007).

Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Immunsubtypen hinsichtlich der
akuten axonalen Schadigung in der normal erscheinenden weifl3en Substanz konnten
in dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Immunsubtyp Ill weist hier tendenziell
mehr akut geschadigte Axone auf. Eine signifikante Korrelation zeigt sich zwischen
den CD8*-T-Zellen und den APP-positiven Sphéroiden in der normal erscheinenden
weilden Substanz beim Subtyp Ill. Zytotoxische, CD8*-T-Zellen kdnnen in der
Zellkultur zu einer Transsektion von Axonen fiihren (Neumann et al. 2002). Beim
Immunsubtyp 11l kommt es zudem zu einer Oligodendrozytenapoptose in der normal
erscheinenden weil3en Substanz angrenzend zu der entmarkten Lasion.
Hypothetisch konnte es hierdurch zu einer axonalen Stdérung durch fehlende
trophische Unterstitzung durch Oligodendrozyten kommen. Lassmann untersuchte
die Immunpathogenese des Immunsubyps Il (Lassmann 2003a). Es wurden
ahnliche Gewebsveranderungen nachgewiesen, wie sie bei hypoxischen Schaden zu
finden sind. Eine vermehrte Expression von HIF-lalpha (hypoxia inducible factor),
einem Antigen, das als Marker fur hypoxische Zellschaden angesehen werden kann,
wurde nachgewiesen. Hypoxische Schaden kénnen einerseits vaskular bedingt und
andererseits durch toxische Stoffwechselprodukte verursacht sein. Toxische
Produkte fuhren vermutlich bei der MS zu einer hypoxischen Gewebeschadigung und

auch axonalem Schaden (Lassmann 2003a).
Zusammenfassend lassen sich auch bei der Auswertung des akuten axonalen

Schadens keine signifikanten Unterschiede zwischen den Immunsubtypen in der
NAWM feststellen.
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4.3 Axonale Schadigung innerhalb der Lasionen

4.3.1 Axonale Dichte

In der vorliegenden Studie konnte eine signifikant reduzierte axonale Dichte in den
Lasionen im Vergleich zu der umgebenden normal erscheinenden weil3en Substanz
gezeigt werden. Dies unterstreicht schon bekannte MRT- und histologische Studien,
die eine Reduktion von Axonen in frihen Stadien der MS zeigen (u.a.: Andrade et al.
2007, De Stefano et al. 2001, Kuhlmann et al. 2002). Ein Teil der ermittelten
Reduktion der axonalen Dichte in den Lasionen ist mdglicherweise auf ein durch die

Entziindung bedingtes Odem zuriick zu fuhren (vgl. 4.2.1, Seite 46).

In frih aktiv entmarkenden Lé&sionen fihren in erster Linie entziindliche Prozesse zu
einer Demyelinisierung und zu einer axonalen Schadigung. In spateren Stadien
finden mdoglicherweise unabhangige neurodegenerative Prozesse statt (Zamvil und
Steinman 2003). Jedoch lassen sich — trotz unterschiedlicher Zusammensetzung des
Entzindungsinfiltrates, die im Folgenden dargestellt werden - zwischen den
einzelnen Immunsubtypen in dieser Studie keine signifikanten Unterschiede in der
axonalen Dichte nachweisen. Subtyp Il weist lediglich mit einer axonalen Dichte von
49% tendenziell geringere Axonwerte auf als die Subtypen | und Il (je 54%) (vgl. 3.3,
Seite 29). Bei Korrelation der axonalen Dichte allgemein mit den Entziindungszellen
von Fischer (Fischer 2007) konnte eine negative Korrelation der axonalen Dichte und
der Makrophageninfiltration festgestellt werden. Interessanterweise zeigte sich nur im
Subtyp Il eine signifikante positive Korrelation bezuglich der KiM1P-positiven
Makrophagen und der axonalen Dichte, so dass man hier fir die Makrophagen eine
axonprotektive oder ddemreduzierende Wirkung postulieren kénnte. Die mdgliche
Rolle der Makrophagen wird im nachsten Kapitel erortert. Ferner zeigte sich eine
signifikante negative Korrelation zwischen der axonalen Dichte im Subtyp Il und den
CD3*-T-Zellen. Je mehr CD3*-T-Zellen vorhanden sind, desto geringer ist die
axonale Dichte (vgl. 3.6.1.3, Seite 40). Bei Subtyp | und Il konnten keine
Signifikanzen zwischen der axonalen Dichte und den Entzindungszellen gefunden

werden. Die relativ geringen Fallzahlen sind hier jedoch zu beachten.

Eine axonale Schadigung kann sich durch Transportstérungen auf3ern, die durch die
APP-Farbung dargestellt werden kdnnen. Diese Schéadigung ist potentiell reversibel.

Ferner kbnnen dephosphorylierte, geschadigte Axone in MS-L&sionen nachgewiesen
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werden (Charles et al. 2002, Dziedzic et al. 2010). Eine irreversible Schadigung tritt
mit der Durchtrennung von Axonen ein - es lassen sich in der Folge axonale
Sphéaroide anfarben. Die Durchtrennung von Axonen hat eine Waller'sche
Degeneration zur Folge. Dies ist die Degeneration des distalen Nervenanteils. Dieser
Prozess kann Monate bis Jahre dauern (Vargas und Barres 2007). Das ,Endstadium®
der axonalen Schéadigung ist letztendlich der axonale Verlust.

Dieser zeitliche Verlauf kdnnte begriinden, warum in frihen MS-Stadien noch keine
Unterschiede bezuglich der axonalen Dichte nachweisbar sind (vgl. 3.3, Seite 29).
Ferner lasst sich so die fehlende Korrelation der akuten axonalen Schadigung und
der axonalen Dichte in der vorliegenden Studie erklaren. Es ware daher sinnvoll,
inaktive, altere Lasionen hinsichtlich der axonalen Dichte zu untersuchen und hier die
verschiedenen Immunsubtypen zu vergleichen. Allerdings stehen uns nur wenige
Falle mit sowohl frih aktiv entmarkenden als auch inaktiv entmarkenden L&asionen

zur Verfiigung, so dass diese Untersuchung derzeit nicht durchfuhrbar ist.

4.3.2 Akuter axonaler Schaden

Ein akuter axonaler Schaden tritt bereits in frihen Stadien der MS-Erkrankung auf.
Bei MS-Patienten mit einem schubférmigen Verlauf und einem sekundar chronisch
progredientem Verlauf ist die akute axonale Schadigung zu Beginn der Erkrankung

starker ausgepragt als im weiteren Verlauf (Kuhlmann et al. 2002).

In der vorliegenden Studie weist der Immunsubtyp | in den friih aktiven L&sionen
signifikant mehr akut geschadigte Axone auf als Subtyp Il (Median: 9060 Sphéaroide
pro mmz versus: 4500 Spharoide pro mm?2). Die Anzahl der akut geschadigten Axone
beim Immunsubtyp Il liegt zwischen diesen Werten (Median: 7000 Sphéaroide pro
mm?) (vgl. 3.4, Seite 34).

Ob die akute axonale Schadigung jedoch letztendlich zu einer irreversiblen
Axonschadigung fuhrt, bleibt offen, da die mittels APP nachgewiesene

Transportstérung theoretisch auch reversibel sein kann.

In Subtyp Il lassen sich immunhistochemisch C9neo-positive
Komplementablagerungen und IgG-Antikdrper nachweisen. Dies legt eine Antikdrper-
/Komplementvermittelte  Entmarkung dar. Verschiedene Studien zeigten

Ablagerungen von Komplement und Antikdrpern in MS-L&sionen unabhangig von
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Immunsubtypen (Gay et al. 1997 und Storch et al. 1998) und postulierten eine Rolle
fur die Entmarkung. Vogt et al. wiesen mittels einer MRT Studie nach, dass anti-
Myelin Antikérper im Liquor mit der Lasionslast im MRT korrelieren (Vogt et al. 2008).
Antikdrper kdnnen auch gegen axonale Strukturen gerichtet sein. Bei MS-Patienten
konnten im Liquor mehr IgG Antikdrper gegen Neurofilamente nachgewiesen werden
als in der Kontrollgruppe (Bartos et al. 2007). Weiterhin konnten bei MS-Patienten
Antikdrper gegen Neurofascin (NF186), einem neuronalem Protein, welches im
Bereich der Ranvier'schen Schnirringe lokalisiert ist, nachgewiesen werden, die zu
einer axonalen Schéadigung fuhren kbénnen (Mathey et al. 2007). Antikorper konnten
auch in den hier untersuchten Biopsien zu einer Schadigung der Axone beitragen.

Ferner zeigen sich In Subtyp | und Il zahlreiche T-Zellen und Makrophagen, deren
toxische Produkte, wie beispielsweise Tumornekrosefaktor-alpha, zu einer
Gewebeschadigung fihren kdénnen (Hofman et al. 1989 und Selmaj et al. 1991).
Weiterhin konnte eine axonale Schadigung durch CD8*-T-Zellen bedingt sein
(Neumann et al. 2002).

Fischer hat bei den hier untersuchten Fallen eine Charakterisierung des
entziindlichen Infiltrates durchgefihrt. Dazu hat sie die T-Zellen (CD3), die
Subpopulation der zytotoxischen T-Zellen (CD8) sowie die
Makrophagen/Mikrogliazellen (Ki-M1P) und friih aktivierten Makrophagen (MRP14) in
den einzelnen Immunsubtypen ausgewertet. Signifikante Korrelationen zwischen der
akuten axonalen Schadigung und den Entziindungszellen waren bei Betrachtung
allein der frih aktiven Lasionen nicht nachweisbar. Allerdings sind es moglicherweise
neben den schadigenden Einflissen eines Entzindungsinfiltrates bei den hier

untersuchten Fallen auch neuroprotektive Faktoren, die eine Rolle spielen.

Es ist daher bei einer geringeren akuten axonalen Schadigung beim Immunsubtyp I
gegeniber Subtyp | auch eine neuroprotektive Wirkung des Entziindungsinfiltrates
zu diskutieren (Lassmann et al. 2001). Einige Studien legen nahe, dass die
Entziindung in den L&sionen auch schitzende Faktoren enthélt, die die
Gewebeschadigung verhindern oder eine Reparation des zerstorten Gewebes
begunstigen. Makrophagen koénnen in Zellkulturen die Remyelinisierung férdern

(Diemel et al. 1998) und somit zu einer Axonprotektion beitragen. Makrophagen
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fordern die Remyelinisierung z. B. durch Phagozytose (Clearence) von residuellen
Myelinresten (Chen et al. 2000, McKerracher et al. 1994, Mukhopadhyay et al. 1994).
Fischer (Fischer 2007) konnte signifikant mehr Makrophagen in Subtyp Il gegeniber
Subtyp | nachweisen. Mdglicherweise Ubernehmen die Makrophagen in den hier

vorliegenden Fallen eine protektive Rolle beziglich der Axone.

Subtyp Il unterscheidet sich neuropathologisch weitreichend von Subtyp | und Il. Ein
wichtiger Unterschied hinsichtlich der Entstehung der Demyelinisierung von Axonen
ist beim Immunsubtyp Il der Oligodendrozytenuntergang durch Apoptose
(Lucchinetti et al. 2000). Im Immunsubtyp Ill zeigen sich in Fischers Doktorarbeit
signifikant weniger MRP14-positive Makrophagen als in Immunsubtyp | und II.
MRP14 ist ein Marker, der bei Entzindungen in frihen Stadien anzutreffen ist.
MRP14-positive Makrophagen sind mit einem moglichen h&matogenen Ursprung
assoziiert. Daher konnten die Ergebnisse von Fischer fir eine vermehrte
Makrophagenaktivierung hirneigener Makrophagen beim Immunsubtyp Il sprechen
(Fischer 2007).

Die akute axonale Schéadigung ist beim Immunsubtyp | hoher als bei den
Immunsubtypen I und Ill. Mdglicherweise spielen beim Immunsubtyp | CD4*-T-
Zellen eine wichtige Rolle. Eine signifikante Korrelation des akuten axonalen
Schadens, d.h. der APP-positiven Spharoide, mit der Gesamtpopulation der T-Zellen
bei Betrachtung der frih aktiven L&sionen (vgl. 3.6.2.3, Seite 41) liel3 sich jedoch
nicht nachweisen. CD4*-T-Zellen wurden nicht getrennt ausgewertet, da die
immunhistochemische Farbung am Paraffinmaterial nicht zuverlassig gelingt. Es sind

die geringen Fallzahlen zu beachten, die eine moégliche Korrelation nicht darlegen.

CD4*-T-Zellen werden seit Anfang der 1990er Jahre als Haupteffektorzellen bei der
MS angesehen (Zamvil und Steinman 1990). Die experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis (EAE) ist ein Tiermodell der MS. Hierbei werden durch die
Injektion unterschiedlicher Proteine in Labortiere MS-ahnliche Autoimmunprozesse
ausgeldst. Durch einen Transfer von myelinspezifischen CD4*-T-Zellen kann jedoch
ebenfalls eine EAE ausgeldst werden, wodurch die pathogene Rolle der CD4*-T-
Zellen deutlich wird (Zamvil und Steinman 1990). Sonobe et al. wiesen in einer
Studie am EAE-Modell bei Mausen nach, dass CD4*-T-Zellen IFN-y, TNF-a und
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auch Interleukin-17 produzieren (Sonobe et al. 2007). Interleukin-17 ist ein
bedeutender Faktor in der Entstehung der EAE (Sonobe et al. 2007). Lassmann et
al. wiesen histopathologische Ahnlichkeiten der mittels CD4*-T-Zellen ausgeldsten
EAE und den Subtypen | und Il nach (Lassmann et al. 2001). In Untersuchungen von
MS-Autopsien konnte ein Zusammenhang zwischen CD4*-T-Zellen sowie einer
axonalen Schadigung gezeigt werden (Skundric et al. 2006). Das entzundliche Milieu
mit der Expression von Zytokinen und Chemokinen durch CDA4*-T-Zellen mit
Aktivierung von Makrophagen bedingt mdglicherweise die axonale Schadigung in

Patienten mit einem Subtyp I.

Bei Korrelation der epidemiologischen Daten uber mediane Krankheitsdauer vor
Biopsie, Geschlecht, Alter zum Zeitpunkt der Biopsie oder eine der Biopsie
vorangehende Hochdosis-Kortisontherapie mit der axonalen Schadigung oder
axonalen Dichte lassen sich keine Zusammenh&nge nachweisen (Ausnahme: Ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter zum Biopsiezeitpunkt und dem
akuten axonalen Schaden in frih aktiven Lasionen zeigt sich bei Immunsubtyp IlI,
wobei jingere Patienten eine ausgepragtere akute axonale Schadigung aufweisen).
Vergleicht man jedoch die akute axonale Schéadigung bei den verschiedenen
Verlaufsformen der MS, so zeigt sich eine signifikant erhdhte Anzahl an APP-
positiven Spharoiden bei Patienten mit einem Kklinisch isolierten Syndrom (CIS)
gegenuber Patienten mit einem schubférmigen Krankheitsverlauf (RRMS) (vgl. 3.7.4,
Seite 43). Zudem finden sich beim Subtyp | der hier untersuchten Falle mehr CIS-
Verlaufe als beim Subtyp II. Es besteht somit die Moglichkeit, dass die ausgepragtere
akute axonale Schadigung beim Immunsubtyp | durch eine héhere Patientenanzahl
mit CIS-Verlaufen (mit)bedingt ist. Fur einen Vergleich der einzelnen Verlaufsformen
bei einzelnen Subtypen sind die vorhandenen Fallzahlen zu gering. In
vorangehenden Studien wurde Ubereinstimmend gezeigt, dass der mittels APP
bestimmte akute axonale Schaden in den frihen Krankheitsphasen am
ausgepragtesten ist (Kuhlmann et al. 2002). Die mittlere Krankheitsdauer vor der

Biopsie zeigte in hiesiger Studie jedoch keine signifikanten Unterschiede.

4.4 Fazit
Die vorliegende Arbeit gibt Hinweise auf eine interindividuelle Heterogenitat (vgl. 4.1,

Seite 45) der axonalen Schadigung bei der MS in Abhéangigkeit von den
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Immunsubtypen. Es zeigen sich signifikante Unterschiede hinsichtlich der akuten
axonalen Schadigung zwischen Subtyp | und Il. Mdoglicherweise spielt beim
Immunsubtyp | eine T-Zell-vermittelte Axonschadigung eine Rolle. Beim Subtyp I
sind vermehrt Makrophagen nachzuweisen (Fischer 2007), die in vorliegender Studie
mit der axonalen Dichte korrelieren und die eine axonprotektive Rolle spielen
konnten.

Jedoch ist eine Beeinflussung der Ergebnisse durch eine hdhere Anzahl von
Patienten mit einem klinisch isolierten Syndrom (CIS) beim Immunsubtyp | méglich.
Patienten mit einem CIS, welches frihe Krankheitsstadien darstellt, zeigen eine
ausgepréagtere axonale Schadigung. Eine gemeinsame Endstrecke der axonalen
Schadigung, welche bei den Immunsubtypen gleich verlauft, ist somit nicht

auszuschlielRen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Multiple Sklerose ist eine entziindlich-entmarkende Erkrankung des zentralen
Nervensystems, bei der es auch zu einer axonalen Schadigung kommt. Die
Bedeutung der axonalen Schadigung liegt in der Korrelation mit der klinischen
Behinderung der MS-Patienten (vgl. 1.2, Seite 8 und 1.2.3, Seite 11).

Sowohl klinisch als auch histologisch zeigt sich die Multiple Sklerose heterogen.
Lucchinetti et al. teilten die MS-Lasionen aufgrund histopathologischer Unterschiede
in vier unterschiedliche, so genannte Immunsubtypen ein, welche auf eine

unterschiedliche Immunpathogenese hindeuten (Lucchinetti et al. 2000).

Aufgrund dieser Erkenntnisse widmet sich die vorliegende Arbeit dem akuten
axonalen Schaden und der axonalen Dichte in MS-L&sionen und in der umgebenden
weilden Substanz unter Berilcksichtigung unterschiedlicher MS-Subtypen. 55
Biopsien von MS-Patienten wurden untersucht. Die Biopsien wurden zu
diagnostischen Zwecken (z.B. Ausschluss eines Tumors) entnommen und
reprasentieren ein frihes Krankheitsstadium. Es erfolgt eine Korrelation mit dem
Entziindungsinfiltrat und den epidemiologischen Daten.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zu untersuchen, ob die axonale Schadigung durch
unterschiedliche pathogenetische Mechanismen verursacht wird und in den
Immunsubtypen ein unterschiedliches Ausmald aufweist oder ob die axonale
Schéadigung als Sekundarfolge der entziindlichen Entmarkung in allen Subtypen

vergleichbar ist.

Bei der Untersuchung der normal erscheinenden weil3en Substanz lassen sich keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der akuten axonalen Schadigung oder der
axonalen Dichte bei Vergleich der Immunsubtypen nachweisen. Die Analyse der
relativen axonalen Dichte der friih aktiv entmarkenden Lasionen lasst ebenfalls keine
Unterschiede zwischen den Immunsubtypen erkennen. Es zeigt sich jedoch eine
signifikant hohere akute axonale Schadigung beim Immunsubtyp | gegeniber Subtyp
II. Mdglicherweise spielt beim Immunsubtyp | eine T-Zell-vermittelte Axonschadigung
ein Rolle, jedoch lief3en sich keine signifikanten Korrelationen mit dem T-Zellinfiltrat

bei den relativ kleinen Fallzahlen nachweisen. Mdglicherweise sind ebenfalls
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neuroprotektive Entziindungszellen fur das Ausmaf der axonalen Schadigung von

Relevanz.

Die vorliegende Arbeit gibt somit Hinweise auf eine interindividuelle Heterogenitat der
axonalen Schadigung in Abhéngigkeit von den Immunsubtypen der MS. Jedoch ist
eine Beeinflussung der Ergebnisse durch eine hothere Anzahl von Patienten mit
einem Klinisch isolierten Syndrom (CIS) beim Immunsubtyp | mdglich. Patienten mit
einem CIS, welches friihe Krankheitsstadien darstellt, lassen eine ausgepragtere
akute axonale Schadigung erkennen. Eine gemeinsame Endstrecke der axonalen
Schadigung, welche bei den Immunsubtypen gleich verlauft, ist somit nicht

auszuschlielRen.

Es bedarf weiterer Analysen a) zur Untermauerung der vermehrten Axonschadigung
im Immunsubtyp | gegentber Il und b) der Pathogenese der Axonschadigung. Eine -
maoglicherweise subtypenspezifische - Therapie zur Verminderung des axonalen

Schadens sollte das Ziel therapeutischer Bemiihungen sein.
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6 ANHANG

6.1 Abkirzungsverzeichnis

APP: Amyloid-Precursor-Protein

CIS: clinically isolated syndrome

CNP: Zyklische Nukleotid-Phosphodiesterase

CT: Computertomographie

DM: Demyelinisierung

EA: early active (friih aktiv)

EBV: Epstein-Barr-Virus

EDSS: Expanded Disability Status Scale

HE: Hamatoxilin-Eosin

HLA: Humanes Leukozyten Antigen

IgG: Immunglobulin G

KiM1P: pan macrophage stain

KiM1P-MiP: pan macrophage stain microglial phenotype
LA: late active (spéat aktiv)

LFB-PAS: Luxol-Fast-Blue-Period-Schiffsaure

MAG: Myelin-assoziiertes Glykoprotein

MBP: Myelin-basisches Protein

MOG: Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein

MRP14: myeloid-related protein 14

MRT: Magnetresonanztomographie

MS: Multiple Sklerose

NAA: N-Acetyl-Aspartat

NAWM: normal appearing white matter (normal erscheinende weil3e Substanz)
NO: Stickstoffmonoxid

PBS: phosphat buffered saline

PLP: Proteolipoprotein

PPMS: primary progressive multiple sclerosis

RRMS: relapsing remitting multiple sclerosis

SMI-32: neurofilament h non-phosphorylated monoclonal antibody
SPMS: secondary progressiv multiple sclerosis

VEP: visuell evozierte Potentiale
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Tabellen 6.1 - 6.7

Tabelle 6.1: Epidemiologische Daten der Immunsubtypen I-1lI

Anhang

. . Klinischer | Hochdosis-
Alter bei | Krankheits- .
Geschlecht Verlauf |Kortisonthe
Subtyp | FallNr. Bx dauer vor _ _
bei Bx rapie pra-
(Jahre) Bx
(FU) OoP
. 11/2
1 mannlich 20 CIS k. A.
Monate
2 mannlich 30 30 Tage CIS nein
3 weiblich 22 3 Monate RR (SP) k. A.
o wenige
4 weiblich 33 CIS k. A.
Tage

5 weiblich 30 ca. 30 Tage RR ja

6 mannlich 33 9 Tage CIS ja
8 mannlich 40 3 Monate CIS nein

9 weiblich 44 10-14 Tage RR ja

10 weiblich 42 6 Wochen RR ja
11 mannlich 33 3 Wochen CIS k. A.
Il 1 weiblich 36 2 Wochen | RR (SP) k. A.
Il 2 weiblich 35 k. A. RR k. A.
Il 3 weiblich 42 k. A. SP k. A.

Il 4 weiblich 48 6 Tage RR ja
Il 5 weiblich 43 K. A. RR k. A.
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Il 6 weiblich 44 12 Jahre K.A. ja
Il 7 weiblich 26 K. A. RR k. A.
Il 8 weiblich 25 k. A. RR k. A.
Il 9 mannlich 24 K. A. RR (SP) nein
Il 10 weiblich 31 3 Monate RR (SP) nein
Il 11 weiblich 22 18 Tage RR ja
2 Jahre 7 _
Il 12 weiblich 50 RR (SP) ja
Monate
Il 13 mannlich 37 1 Jahr RR (SP) ja
Il 14 weiblich 29 K. A. SP k. A.
Il 15 weiblich 54 8 Monate RR ja
Il 16 mannlich 36 K. A. CIS k. A.
Il 17 weiblich 27 K. A. RR (SP) k. A.
Il 18 mannlich 34 K. A. CIS k. A.
11/2 _
Il 1 weiblich 41 SP ja
Monate
1] 2 weiblich 31 2 Wochen CIs ja
1] 3 weiblich 61 7 Tage CIS ja
1] 4 weiblich 58 2 Wochen RR ja
1] 5 weiblich 65 3 Monate CIS ja
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wenige

1| 6 mannlich 51 RR k. A.
Wochen

1l 7 mannlich 36 3 Wochen CISs nein

1| 8 mannlich 26 2 Wochen CIS k. A.

21/2

1l 9 weiblich 47 CISs k. A.
Monate

i 10 mannlich 39 13 Tage CIS ja

Bx = Biopsie-Zeitpunkt, FU = Follow-up, k. A. = keine Angaben; CIS = Kilinisch

isoliertes Syndrom, RR = Schubformiger Krankheitsverlauf; SP = Sekundér chronisch

progredienter Krankheitsverlauf

Tabelle 6.2 Dauer der ersten Symptome der biopsierten Lasion bis zum
Biopsiezeitpunkt

Subtyp | Subtyp II Subtyp 1l
Dauer der ersten | 0,76 Monate 1,08 Monate 0,90 Monate

Symptome bis
zum

Biopsiezeitpunkt

Tabelle 6.3 Korrelationen zwischen Dauer

der

ersten Symptome bis zum

Biopsiezeitpunkt und der axonalen Dichte (Biel) sowie des akuten axonalen

Schadens (APP) in den Lasionen (EA) und in der normal erscheinenden weil3en

Substanz (NAWM)

Subtyp | Subtyp II Subtyp Il
Biel/EA n=9 n=16 n=9
APP/EA n=11 n=11 n=8
Biel/NAWM n=6 n=7 n=8
APP/NAWM n=5 n=6 n=7

Sind keine signifikanten Korrelationen vorhanden, wird nur die Fallzahl genannt.

r= Spearman Korrelationskoeffizient
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Tabelle 6.4 Geschlechterverteilung der MS-Subtypen

Anhang

Geschlecht Subtyp | Subtyp 1l Subtyp 11l gesamt
weiblich 6 (55%) 14 (78%) 6 (60%) 26 (67%)
mannlich 5 (45%) 4 (22%) 4 (40%) 13 (33%)

Angegeben sind die Anzahl der Patienten sowie deren Prozentanteil.

Tabelle 6.5 Medianes Alter

(in Jahren) zum Zeitpunkt der

Berucksichtigung der einzelnen Subtypen und des Geschlechtes

Biopsie unter

Altern in
Subtyp | Subtyp 1l Subtyp 1l gesamt
Jahren
weiblich 31,5 36 52,5 41
mannlich 33 36 37,5 34
gesamt 33 36 44 36

Tabelle 6.6: Anzahl der MS-Biopsien unterteilt nach klinischer Verlaufsformen zum

Zeitpunkt der Biopsie unter Berticksichtigung der Subtypen I-llI

MS-Verlauf Subtyp | Subtyp II Subtyp 1l gesamt
CIS 6(55%) 2(11%) 7(70%) 15
RRMS 3(27%) 13(72%) 2(20%) 18
SPMS 0 3(17%) 1(10%) 4
k. A. 2(18%) 0 0 2

Angabe: Anzahl der Patienten(Prozent) bezogen auf den jeweiligen Subtyp.

CIS = clinical isolated syndrome (klinisch isoliertes Syndrom); RRMS = schubférmig-

remittierende Multiple Sklerose, SPMS = sekundar progrediente Multiple Sklerose.
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Tabelle 6.7: Korrelationen zwischen axonalem Schaden und Entziindungszellen

KiM1P-
CD3 CD8 MRP14 KiM1P .
MiP
Subtyp I-lI
n=42 n=42 n=44 n=42
APP
p<0,0001 p=0,0001 n=28 p<0,0001 p=0,0004
EA+NAWM
r=0,6148 r=0,5552 r=0,6515 r=-0,5180
- n=49; n=49; n=50; n=48,;
ie
p<0,0001; p=0,0005; n=34 p=0,0005; p= 0,0001;
EA+NAWM
r=-0,5318 | r=-0,4760 r=-0,4728 r =0,5252
APP/EA n=26 n=26 n=28 n=29 n=27
n=16
APP p=0,0183;
n=16 n=0 n=15 n=15
INAWM Spearman
r=0,5808
Biel/EA n=32 n=32 n=34 n=35 n=33
Biel/NAWM n=17 n=17 n=0 n=15 n=15
Subtyp |
APP/EA n=8 n=_§; n=8; n=8§; n=§;
APP
n=>5; n=>5; n=0; n=4; n=4;
INAWM
Biel/EA n=8 n=8 n=9 n=9; n=9;
Biel/NAWM n=5; n=5; n=0; n=4; n=4;
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KiM1P-
CD3 CD8 MRP14 KiM1P _
MiP
Subtyp Il
APP/EA n=11; n=11; n=13; n=14; n=12;
APP
n=5; n=5; n=0; n=5; n=5;
INAWM
n=16; n=17;
Biel/EA p=0,0237, n=16 n=16; p=0,0024, n=15
r=-0,5611 r=0,6843
Biel/NAWM n=5; n=5; n=0; n=5; n=5;
Subtyp 1l
APP/EA n=7; n=7; n="7; n=7; n=7;
n=6;
APP
n=6; p=0,0167, n=0; n=6; n=6;
INAWM
r=0,9429
Biel/EA n=8 n=§; n=§; n=8 n=8
Biel/NAWM n=6; n=6; n=0; n=6; n=6;

Sind keine signifikanten Korrelationen vorhanden, wird nur die Fallzahl genannt.

r= Spearman Korrelationskoeffizient
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