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Thematik der Dissertation

Die multiple Sklerose (MS), auch Encephalomyelitis disseminata genannt, ist als eine
autoimmune chronisch progredient verlaufende demyelinisierende ZNS Krankheit
von Gehirn und Ruckenmark charakterisiert. Die Histopathologie dieser klinisch
vielschichtigen Erkrankung wurde erstmalig von Jean-Martin Charcot (1868)
beschrieben. Charcot berichtet von multiplen, in Zeit und Raum auftretenden
Entmarkungsherden, welche durch lokale Demyelinisierung, Inflammation, Gliose
und reaktive Axonperseveration gekennzeichnet sind (Charcot 1868).

In den vergangenen Jahren konnte zunehmend die Beteiligung neurodegenerativer
Prozesse und axonaler Schadigung als ein Kennzeichnen der frihen MS Pathologie
herausgearbeitet werden (Trapp et al. 1998; Kurnellas et al. 2007). Es kam zu einem
Paradigmenshift in der MS Forschung, wobei die Klinik multiple Sklerose Erkrankter
zunehmend der Axon- und Neuronpathologie der Erkrankung zugeschrieben wird
(Bjartmar et al. 2003; Trapp und Nave 2008). Zahlreiche Studien haben die axonale
Schadigung in der weillen Substanz nachweisen kdonnen (Ferguson et al. 1997;
Trapp et al. 1998; Ganter et al. 1999; Kornek und Lassmann 1999; Bjartmar et al.
2000; Evangelou et al. 2000; DelLuca et al. 2004), wobei nun auch zunehmend die
Beteiligung der grauen Substanz und der Aspekt der neuronalen Schadigung
Beachtung und Interesse finden (Brownell und Hughes 1962; Kidd et al. 1999;
Peterson et al. 2001). Neurologische Defizite bei MS Patienten konnen auf
neurodegenerative Prozesse zurlckgefuhrt werden (Trapp und Nave 2008).
Demnach besteht eine absolute Dringlichkeit, neuronale Veranderungen und die
Pathologie der Neurone zu verstehen, zu erklaren und erfolgreich zu therapieren. Die
vorliegende Arbeit bemuht sich, einen histopathologischen Beitrag zur
Befundbeschreibung zu liefern, die vielleicht neue Ansatzpunkte fur eine erfolgreiche

Behandlung multiple Sklerose Erkrankter erbringen konnten.

Der folgende Abschnitt berichtet einleitend Uber die Erkrankung der multiplen
Sklerose, ihre Epidemiologie und Genetik, ihre Diagnose und Verlauf.
Zusammenfassend wird der gegenwartige Kenntnisstand der Histopathologie und
Pathogenese der MS dargestellt, mit Fokussierung der Axon- und Neuronpathologie

sowie den Veranderungen der grauen Substanz des Ruckenmarks.
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Fragestellung und Anliegen der Dissertation

Das primare Ziel der vorliegenden Dissertation lag in der Untersuchung der axonalen
Veranderungen nicht nur in MS Herden des Rickenmarks bei Patienten mit spinaler
MS. Bereits nach den ersten routinediagnostischen Farbungen richtete sich die
gesteigerte Aufmerksamkeit auf die in ihrer Morphologie und Anzahl veranderten
Neurone. Es wurde eine Quantifikation der neuronalen Zellen vorgenommen und
einer statistischen Auswertung zugefuhrt. Die mikroskopisch verminderte Zellanzahl
fand ihre statistische Bestatigung. In den cervikalen und thorakalen Abschnitten des
Rickenmarks wiesen die MS Patienten einen signifikanten Neuronverlust auf.

Wie ist diese neuronale Degeneration erklarbar?

Kann der neuronale Verlust als ein primares Ereignis angesehen werden, welcher in
seiner Konsequenz zu einem Axonverlust fuhrt?

Welchen Einfluss hat hierbei die Lokalisation der betroffenen Neuronen?

Gibt es regionale Unterschiede? Welche Rolle spielen gefallverandernde Prozesse
fur das neuronale Uberleben?

Ist der neuronale Verlust eine Folge untergegangener Axone im Sinne einer
retrograden Degeneration?

Welche Rolle spielt der inflammatorische Aspekt der multiplen Sklerose?

Kann eine Aussage Uber den zeitlichen Ablauf der neuronalen Schadigung getroffen
werden?

Diese Arbeit bemuht sich, die genannten Fragestellungen aus morphologischer und
histopathologischer Sicht zu erortern und sich ebenso von morphometrischer Seite

der Problematik zu widmen.
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1. Einleitung

1.1. Die Erkrankung der multiplen Sklerose

1.1.1. Epidemiologie und Genetik
Die multiple Sklerose (MS) wird als eine chronisch entziindliche, demyelinisierende

Autoimmunerkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS) verstanden, welche
bereits im frihen Erwachsenenalter zu dauerhaften und bleibenden neurologischen
Beeintrachtigungen fluhren kann (Trapp et al. 1998; Noseworthy et al. 2000). Mit
einem Erkrankungsbeginn zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr (Wiendl et al. 2003)
zahlt die multiple Sklerose zu einer der haufigsten chronisch entziindlichen ZNS
Erkrankungen Europas und Nordamerikas (Keegan und Noseworthy 2002). Weltweit
leiden ca. eine Millionen Menschen unter MS, wobei in einem Verhaltnis von 2:1
mehr Frauen als Manner betroffen sind (Weinshenker 1996; Noseworthy et al. 2000).
Es zeigt sich ein auffalliges geographisches Verteilungsmuster von Nord nach Sud.
Wahrend in den sidlichen Breitengraden 5-15/100.000 Menschen erkranken
(Kurtzke 1980), zeigt sich in den nordlichen Breitengraden eine Inzidenz von 200-
300/100.000 Einwohner (Keegan und Noseworthy 2002).

In Mitteleuropa erkranken 30-60/100.000 an MS, hierbei zahlt Deutschland mit 100-
200/100.000 zu den Landern erhohter Pravalenz (Limmroth und Sindern 2004).

Eine weitere Auffalligkeit besteht in der unterschiedlichen Betroffenheit der
verschiedenen ethnischen Gruppen. In den USA ist die Uberwiegende Mehrheit der
an MS leidenden Bevolkerung weil}, wohingegen Menschen afrikanischer oder
asiatischer Abstammung eine gewisse Erkrankungsresistenz aufweisen (Wiendl et
al. 2003). Migrationsstudien konnten die Hypothese stutzen, dass die Umwelt infolge
spezifischer Umweltreize das Risiko, an multipler Sklerose zu erkranken, maf3geblich
beeinflusst, wobei die Kindheit hierbei die vulnerabelste Phase zu sein scheint
(Limmroth und Sindern 2004). Bis zum Erreichen des 15. Lebensjahres entspricht
das relative Risiko an MS zu erkranken, dem der regionalen Umgebung
(Weinshenker 1996). Diese Beobachtungen lie3en die Hypothese zu, dass es sich
bei der multiplen Sklerose um eine Erreger induzierte Erkrankung handele. Viren
konnten eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der MS spielen (Gale und Martyn
1995).

Das beobachtete gehaufte familiare Auftreten von MS konnte in Verbindung zu
bestimmten HLA-Antigenen (HLA A3, B7, DR2) gebracht werden (Ebers et al. 1995;
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Haines et al. 1996). Schlussfolgernd scheinen genetische Faktoren einen
entscheidenden Einfluss zu haben, so dass man derzeitig von einer polygenen
Erkrankung ausgeht (Limmroth und Sindern 2004). Ist ein Familienmitglied an MS
erkrankt, so steigt das Risiko fur Angehdrige mit zunehmenden Verwandtschaftsgrad
(Robertson et al. 1996; Sadovnick et al. 1999). Monozygote Zwillinge besitzen ein
Erkrankungsrisiko von 33%, wahrend die Wahrscheinlichkeit fur dizygote Zwillingen
bei 3% liegt (Limmroth und Sindern 2004).

1.1.2. Klinik, Verlauf und Diagnose
Die klinischen Symptome der Patienten sind sehr individuell und unterliegen der

jeweiligen Lokalisation der Herde. Charcot beschrieb 1868 aufgrund seiner klinischen
Beobachtungen die Trias bestehend aus Nystagmus, Intentionstremor und
skandierender Sprache. In den meisten Fallen kommt es anfangs zu Sehstorungen,
einer Diplopie, Parasthesien und Taubheitsgefuhlen in den Extremitaten sowie einer
assoziierten Muskelschwache. Nicht selten bildet sich die initiale Symptomatik rasch
und vollstandig zurlick. Die spateren Schibe zeigen einen unvorhersehbaren Verlauf
und hinterlassen meist eine massivere Schadigung mit Progredienz der Behinderung
und Einschrankung des Erkrankten. Zu diesen Symptomen zadhlen die Neuritis
optica, eine intraoculare Ophthalmoplegie, Nystagmus, Miktionsstérungen,
Gangstorungen, Lahmungserscheinungen, Sensibilitatsverluste, verstarkte
Muskeleigenreflexe, Muskelschwache sowie psychische Veranderungen verbunden
mit kognitiven Einschrankungen, Schmerzen und Fatigue. Unter einem Schub wird
ein innerhalb von 24h neu hinzugekommener neurologischer Ausfall verstanden,
welcher subjektiv beschrieben oder objektiv klinisch untersucht werden kann (Poser
et al. 1983). Nach der neuesten internationalen Konsensusdefinition lassen sich vier
verschiedene Verlaufskategorien der multiple Sklerose differenzieren: den
schubférmig remittierenden Verlauf (RR-MS), den sekundar chronisch progredienten
Verlauf (SP-MS), den primar chronisch progredienten Verlauf und den progredient
schubformigen Verlauf (Limmroth und Sindern 2004).

Bei einem schubférmigen Verlauf kdnnen sich die Symptome nach einer akuten
Verschlechterung entweder vollstandig auf das urspringliche Mal3 zurlckbilden (RR-
MS), oder aber es kommt zu einer Teilremission. Von einer sekundar progredienten
MS spricht man, wenn trotz fehlender Schibe eine unabhangige

Krankheitsprogression stattfindet. Die schubférmigen Verlaufe sind mit etwa 70% am

10
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haufigsten (Limmroth und Sindern 2004). Bei 15% der Patienten verlauft die
Erkrankung von Beginn an primar chronisch progredient, ohne Feststellung von
Schuben (Limmroth und Sindern 2004).

Es bestehen noch weitere Varianten der multiplen Sklerose. Hierzu gehort die akute
multiple Sklerose (Typ Marburg), die akute demyelinisierende Enzephalomyelitis
(ADEM), die Neuromyelitis optica (Devic-Syndrom) und die Balo’s konzentrische
Sklerose. Der MS Typ Marburg tritt hauptsachlich bei jungen Patienten auf und lasst
sich histologisch nicht von einer ADEM unterscheiden. Die Marburg Variante ist
durch ihren hochmalignen Verlauf gekennzeichnet, wobei die Sterblichkeit bei bis zu
30% der Erkrankten liegt (Limmroth und Sindern 2004). Die ADEM kann im
Gegensatz zur MS durch Infektionen oder Impfungen ausgelost werden und zeichnet
sich durch ihren monophasischen, schubfreien Verlauf aus. Die ADEM beginnt meist
unspezifisch mit Fieber, Kopfschmerzen, Erbrechen, Verwirrtheit und vielgestaltigen
neurologischen Symptomen. Im Verlauf kdnnen oligoklonale Banden nachweisbar
sein, die im Gegensatz zur MS jedoch wieder verschwinden konnen (Limmroth und
Sindern 2004).

Beim Devic Syndrom sind in typischer Weise die Sehnerven und das Ruickenmark
beteiligt. Im spinalen Mark zeigt sich oft nur eine Lasion, welche durch sehr starke
Demyelinisierung,  nekrotische = Veranderungen und einen  Axonverlust
gekennzeichnet ist. Die doppelseitige akute oder subakute Opticusneuritis folgt
haufig innerhalb kurzer Zeit (Limmroth und Sindern 2004). Auch kann es binnen
Stunden zu einer Querschnittssymptomatik kommen. Die Mortalitat ist mit 20% im
Akutstadium sehr hoch. Im Verlauf des Devic Syndroms konnen die oligoklonalen

Banden positiv werden und sind oft transienter Natur (Limmroth und Sindern 2004).

Durch die Einfuhrung standardisierter Diagnosekriterien konnte der oftmals
schwierigen Krankheitsbestimmung Abhilfe geschaffen werden. Im Verlauf der
Geschichte fanden vielfache Ausarbeitungen dieser Kriterien statt: den Schumacker-
(1965) und Rose-Kriterien (1976), welche sich vorwiegend auf die Anamnese und
klinische Symptomatik konzentrierten, folgten die Poser-Kriterien (1983), die erstmals
auch Laboruntersuchungen, Liquordiagnostik, evozierte Potenziale und die
Bildgebung mit einbezogen (Poser et al. 1983). Im Jahre 2001 vom ,International
Panel on Diagnosis of Multiple Sclerosis” herausgegeben, erschienen die McDonald-

Kriterien (McDonald et al. 2001). Unter Ausschluss differentialdiagnostischer
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Erkrankungen sind neben der Anamnese und einem differenzierten Neurostatus, MS
typische Symptome und die Haufigkeit auftretender Krankheitsschube ein fester
Bestandteil der McDonald-Kriterien. Hinzugezogen werden diagnostische Marker,
wie die oligoklonalen Banden in der Liquordiagnostik, multifokale Lasionen in der
weillen Substanz in der Magnetresonanztomographie (MRT), sowie eine
Latenzverzogerung bei visuell evozierten Potenzialen (EP). Im Jahre 2005 erfolgte
unter Differenzierung der MRT-Kriterien fur disseminierten Lasionen uber die Zeit
und Plaques im Ruckenmark eine Revision der McDonald-Kriterien (Polman et al.
2005).

1.2. Die Histopathologie der multiplen Sklerose

1.2.1. Ein geschichtlicher Abriss

Die vielseitigen Aspekte der MS Pathologie wurden stets sehr lebhaft und kontrovers
diskutiert. Jean-Marie Charcot beschrieb 1877 erstmals die Histopathologie der
multiplen Sklerose und definierte sie als eine demyelinisierende Erkrankung des
zentralen Nervensystems unter Berucksichtigung der Axonpathologie. Fromann
(1878) konzentrierte sich in seinen Thesen auf die Lasionen im Rickenmark, wobei
auch er die Bedeutsamkeit der axonalen Unterbrechung und Trakt-Degeneration
hervorhob. Zum Ende des neunzehnten Jahrhunderts beschrieben detaillierte
Studien das beobachtete Phanomen der primaren Demyelinisierung in MS Lasionen
und deklarierten dieses als tragendes Element und Schllssel der Erkrankung
(Charcot 1880; Babinski 1885). Marburg (1906) arbeitete die Demyelinisierung mit
einem relativen Erhalt von Axonen heraus. Doinikov (1915) ging von einer zu Beginn
der Erkrankung stattfindenden Demyelinisierungsreaktion und gleichzeitig
statthabenden Axonschadigung aus. Die Beobachtung von Makrophagen, welche um
geschadigte Axone auffindbar waren, unterstrich deren aktive Rolle im degenerativen
Prozess (Fraenkel und Jakob 1913). Die Detektion aufgetriebener axonaler
Endkolben und aussprielender Fortsatze wurden als Versuch der Regeneration
gedeutet (Doinikov 1915; Jakob 1915). Bereits wahrend dieser frihen Studien
postulierte man die axonale Schadigung als moégliches Substrat fir das permanente
funktionelle Defizit bei MS Patienten (Charcot 1880).

Als man in experimentellen Studien entdeckte, dass eine inflammatorische
Demyelinisierung ahnlich der bei MS durch autoimmune Reaktionen gegen

Bestandteile des Myelins induziert werden kann, geriet in den folgenden Jahren die
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Idee der axonalen Schadigung zu Gunsten des autoimmunen demyelinisierenden

Aspekts der MS in Vergessenheit.

1.2.2. Die Axonpathologie

Erst Mitte des 20. Jahrhunderts entflammte, aufgrund verbesserter Bildgebung und
vermehrter Beweise fur axonalen und neuronalen Verlust in Gehirnen von MS
Patienten, das Interesse fur die Axonpathologie wieder (Kornek und Lassmann
1999). Man suchte nach Erklarungen fur die neurologischen Ausfalle bei MS
Patienten, dem Zusammenhang zwischen Axonverlust und Demyelinisierung, dem
Aspekt der Entziindungsreaktion und des zeitlichen Verlaufs. Hypothesen der
historischen Arbeiten wurden aufgegriffen und neu untersucht (Ferguson et al. 1997,
Trapp et al. 1998; Ganter et al. 1999; Bjartmar et al. 2000; Evangelou et al. 2000;
Lovas et al. 2000; Lassmann 2003a). Pathologische Studien validierten die Existenz
axonaler Schadigung und untermauerten die Bedeutsamkeit der Axonpathologie flr
die MS als ein frGhes und substantielles Ereignis (Ganter et al. 1999; Lovas et al.
2000; DelLuca et al. 2004; Beseler 2009). Einen entscheidenden Beitrag fur die
moderne Untersuchung der axonalen Veranderungen trug hierbei Ferguson mit
seiner Darstellung des Amyloid Percursor Proteins (APP) bei. Dieses axonale
Transportprotein akkumuliert bei axonaler Unterbrechung oder Transportstorungen in
kolbenformigen Axonauftreibungen (Ferguson et al, 1997). Die Positivitat fur APP
innerhalb von MS Plaques variiert je nach Alter der Lasion. Besonders wahrend der
akuten Demyelinisierungsreaktion und akut-chronischen Phase der Erkrankung sind
axonale Auftreibungen detektierbar (Ferguson et al. 1997; Kornek et al. 2000;
Kuhlmann et al. 2002) und scheinen bereits in der fruhen Krankheitsphase der MS
aufzutreten (Trapp et al. 1998; Perry und Anthony 1999; Beseler 2009).

Die akute axonale Schadigung korreliert mit dem Ausmal infiltrierender um Axon
detektierbarer Makrophagen (Fraenkel, 1913; Ferguson et al., 1997, Trapp et al.
1998). Kornek et al. (2000) korrelierten das Alter der Lasion und der Quantitat der
akuten Axonschadigung. Hierbei scheinen Axone in MS Plaques auf zwei
verschiedene Weisen zerstort zu werden, zum Einen durch die Einwirkung toxischer
inflammatorischer Mediatoren, wahrend der akuten Demyelinisierungsreaktion
(Lassmann, 2003) und zum Anderen im Rahmen der langsam fortschreitenden
Axondegeneration in stillen inaktiven MS Lasionen. Zudem kdénnen zwei molekulare

Mechanismen des Axonunterganges voneinander abgegrenzt werden: die
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spezifische inflammatorische Immunantwort und die schadigenden pathologischen
Umstande, wie sie bei Entzindung, Ischamie oder Trauma bekannt sind (Lassmann,
2003).

Eine axonale Schadigung kann durch direkte T-Zell vermittelte Zytotoxitat initiiert
werden (Neumann et al. 2002). MHC | restriktive T-Lymphozyten kdnnen in vitro und
in antigenabhangigen immunologischen Reaktionen Axone unterbrechen (Medana et
al. 2001). Bitsch et al. (2000) berichten von einer schwachen Korrelation zwischen
infiltrierenden zytotoxischen T-Zellen und akuter axonaler Schadigung, sowie von
CD8+ Zellen, welche eine direkte Axonschadigung bewirken. Eine Differenzierung
von angreifenden T-Zell Subpopulationen erschien bisher nicht moéglich (Bitsch et al.
2000).

Die Ausschuttung inflammatorischer Cytokine und zytotoxischer Mediatoren sowie
die Beteiligung zytotoxischer CD8+ Zellen, die Aktivitat von Antikdrpern und die
Aktivierung von Komplementfaktoren besitzen eine hohe axonschadigende Potenz
(Smith et al. 2001). Ehling et al. wiesen bei Patienten mit primar progressiver MS
einen erhohten Titer an anti-Neurofilament Antikérper nach (Ehling et al. 2004). Ob
es sich bei der intrathekalen Produktion des Antikdrpers um eine primare Reaktion
oder sekundare Antwort auf die Axonschadigung handelt bleibt unklar.

Ein weiterer interessanter Punkt der axonalen Schadigung ist die Interaktion
zwischen Makrophagen und Mikrogliazellen. Eine Vielzahl ihrer Mediatoren wirken
toxisch auf Axone, wahrend eine direkte Axonschadigung nur flr Proteasen (Anthony
et al. 1998) und reaktive Sticksoffspezies (Smith und Lassmann 2002) nachgewiesen
werden konnte. Zwischenprodukte des Stickstoffmonoxids (NO) konnen in kleinen
Konzentrationen zu Leitungsbldcken fuhren, ohne dass eine strukturelle Schadigung
erkenntlich ist (Redford et al. 1997). Durch eine enzyminduzierte Heraufregulierung
der Stickstoffmonoxid-Synthetase ist eine gesteigerten NO-Radikal-Produktion mit
funktioneller und struktureller Schadigung der Axone moglich (Smith et al. 2001).
Zudem sind NO-Radikale in der Lage, die mitochondrialen Funktion zu stéren und
somit die Atmungskette und metabolische Integritdt des Axons schadigend zu
beeinflussen (Bolanos et al. 1997). Aboul-Enein et al. (2003) berichten von NO-
induzierter Hypoxie-ahnlicher metabolischer Stérung von Axonen.

Die Schadigung der axoplasmatischen Membranpermeabilitat kann als Folge der
kaskadenférmig ablaufenden Triggermechanismen angesehen werden. Axonale

Unterbrechung involviert den Einstrom von Calciumionen (Ca®*) in die Axolemmata,
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die Aktivierung intra-axonaler Proteasen, die Dissolution des Zytoskeletts und in
seiner Folge die Auflosung des Axons (Kornek et al. 2001).

Die beschriebenen Mechanismen kdnnen in einem als Waller’'schen Degeneration
bezeichneten Axonuntergang munden. Bei diesem sind die distal des Lasionsorts
gelegenen Axonabschnitte, oder aber in retrograder Richtung gelegene Zellkorper,
betroffen (Trapp et al. 1998). Die funktionelle Konsequenz der Axonschadigung ist
von der Lokalisation, dem Ausmald und der durch die Lasion hindurch ziehenden
Fasern abhangig (Perry und Anthony 1999). Die Schwere der Entzindungsreaktion
scheint maligebend fir den axonalen Verlust zu sein.

In chronischen MS Lasionen erscheint der Axonverlust variabel, GrofRen und Trakt
spezifisch (DeLuca et al. 2004). Die axonale Dichte kann zwischen 20% und 80%
reduziert sein, je nach Lokalisation: zentral im Plaque, in der perilasional gelegenen
weillen Substanz oder entfernt in der normal erscheinenden weilen Substanz
(NAWM) (Bitsch et al. 2000). Chronisch inaktive MS Lasionen weisen eine Uber
Jahre verlaufende Akkumulation axonaler Schadigung auf (Kornek et al. 2000) in
Korrelation mit dem Fortschreiten neurologischer Defizite (Prineas et al. 2001). Ein
akuter axonaler Schaden ist im Vergleich zu aktiv inflammatorischen Herden weniger
stark ausgepragt, jedoch in einigen Fallen auch bei langerer Erkrankungsdauer
detektierbar (Kuhlmann et al. 2002).

1.2.3. Die unterschiedlichen Pathomechanismen

Die multiple Sklerose ist durch eine enorme Heterogenitat gekennzeichnet. Es
handelt sich bei der MS um eine komplexe Erkrankung mit einer Vielseitigkeit in
strukturellen und immunpathologischen Charakterzigen der Lasionen. Diese
variieren nach dem Alter des Plaques und dem Stadium der Erkrankung.
Vielgestaltige Immuneffektormechanismen kénnen zu Entzindung, fokaler
Demyelinisierung und Gewebeschadigung bei der multiplen Sklerose flhren
(Noseworthy et al. 2000).

Nach gegenwartigem Kenntnisstand schreibt man die MS Pathologie einer
fehlgeleiteten Reaktion des Immunsystems zu, welche sich gegen Bestandteile der
Myelinscheide richtet.

Autoreaktive, gegen ZNS-spezifisches Antigen gerichtete T-Zellen werden fur die
Initiierung eines Krankheitsschubes verantwortlich gemacht, dabei handelt es sich

um pro-inflammatorische Zellen vom Th1-Typ. Man geht davon aus, dass zuvor eine
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Aktivierung der Zellen aulierhalb des ZNS stattfindet, welche sich immunologischen
Kontrollmechanismen entzieht (Hohlfeld und Wekerle 2004). Infolge ihrer Aktivierung
sind die T-Zellen in der Lage, vermehrte Adhasionsmolekule an ihrer Oberflache zu
exprimieren (Butcher und Picker 1996). Hierdurch und unter Einwirkung von
spezifischen Zytokinen ist es ihnen maoglich, die Blut-Hirn-Schranke zu penetrieren.
Im perivaskularen Raum angelangt, treffen sie auf Antigen prasentierende Zellen,
wie Makrophagen und dendritische Zellen (Greter et al. 2005). Die autoreaktiven T-
Zellen treffen auf ihre spezifischen Antigene, erhalten eine erneute Aktivierung und
initiieren eine gegen das Myelin gerichtete Entziindungsreaktion. In deren Folge
kommt es zu einer Rekrutierung von B-Zellen, die gegen das Myelin gerichtete
Antikorper sezernieren, ebenso zur Beteiligung ZNS-standiger Mikroglia und der im
peripheren Blut kreisenden Makrophagen. T-Zellen und Mikroglia kdnnen eine Reihe
an toxischen Mediatoren, wie Cytokine, Proteasen, reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffverbindungen freisetzen, welche im Stande sind, das Gewebe direkt zu
schadigen.

Das summierende Resultat dieser schadigenden Einflisse besteht in der
Demyelinisierungsreaktion, der massiven Zell- und Gewebeschadigung durch die
Invasion und Reaktion von Entzindungszellen.

Detaillierte immunopathologische Analysen zahlreicher aktiver MS Herde der weil3en
Substanz weisen auf unterschiedliche demyelinisierende und gewebezerstorende
Mechanismen hin. Es lie® sich eine Einteilung von Subgruppen vornehmen
(Lucchinetti et al. 1996). Basierend auf der Geographie der Plaques, der Myelin
Protein Expression, der Muster der Oligodendrocytenpathologie und der Prasenz
spezifischer immunologischer Molekulle konnten vier Raster von Demyelinisierung
identifiziert werden (Lucchinetti et al. 2000).

Alle aktiven Herde zeichneten sich durch ein variables Ausmafl an T-Zell und
Makrophageninfiltration aus. Die folgenden Schadigungsmuster gliedern sich in
,Pattern I, der aktiven Lasion mit assoziierter T-Zell und Makrophagenaktivierung;
.Pattern 11, der aktiven Lasion mit Ablagerung von Immunglobulinen und
Komplementaktivierung am Rand der Myelinschadigung; ,Pattern I, der aktiven
Lasion apoptotischen Oligodendrocyten und dem Verlust von Myelin assoziierten
Glykoprotein (MAG) und ,Pattern IV* , der extensiven Oligodendrocytendegeneration

in der Plaque angrenzenden weilden Substanz.
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,Pattern | und II“ sind durch scharfe Rander der Lasionen charakterisiert und des
Ofteren um Blutgefal’e lokalisiert, wahrend ,Pattern 1lI“ eine schlecht definierbare
Plaquegrenze aufweist (Lucchinetti et al. 2000).

Die vielfach beschriebene Demyelinisierung kann als Resultat einer direkten
Schadigung durch immunologisch gesteuerte Prozesse verstanden werden und/oder
moglicherweise wie im ,Pattern [lI“ erlautert, Effekt einer Dysfunktion der
Oligodendrocyten sein (Lassmann et al. 2001; Barnett und Prineas 2004). Der
selektiven Verlust von Glykoprotein assoziierten Myelin (MAG) und der zyklischen
nukleotidischen Phosphodiesterase (CNP) konnte in Zusammenhang mit
apoptotischen Zelltod von Oligodendrocyten gebracht werden (Lucchinetti et al.
2000; Barnett und Prineas 2004; Stadelmann et al. 2005). Zudem sind die
Oligodendrocyten sehr sensibel gegenuber toxischen Metaboliten, wie dem von
aktivierter Mikroglia sezernierten NO, pro-inflammatorischen Cytokinen wie dem
Interferon gamma (INF-gamma) und dem Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF-alpha)
sowie gegenuber Chemokinen (Hisahara et al. 2001; Tanuma et al. 2006; Xu und
Drew 2006). Eine weitere Oligodendrocyten schadigende Komponente stellt die T-
Zell vermittelte Ausschuttung von Perforinen und Lymphotoxinen dar (Lucchinetti et
al. 2001).

1.2.4. Die Pathologie der grauen Substanz

Die multiple Sklerose wurde bisher als eine klassische Erkrankung der weilen
Substanz angesehen. In den vergangenen Jahren der MS Forschung kam es dank
verbesserter Bildgebung und zahlreichen MS-MRT Studien zu einem Aufschwung in
dem Verstandnis um die Pathologie der grauen Substanz.

Auf eine Schadigung der grauen Substanz und Beteiligung der Neurone wiesen
bereits Arbeiten von Brownell und Hughes (1962), Lumsden (1970), Kidd et al.
(1999), Perry und Anthony (1999) sowie Peterson et al. (2001) hin.

Pathologische Veranderungen der Neurone sind in tiefen cerebralen Kernen
(Brownell und Hughes 1962; Cifelli et al. 2002) und auch im Cortex nachweisbar
(Lumsden 1970; Kidd et al. 1999; Peterson et al. 2001; Cifelli et al. 2002; Bg et al.
2003; Geurts et al. 2005; Kutzelnigg et al. 2005).

Es konnten drei Haupttypen kortikaler Lasionen differenziert werden. Hierzu zahlen:

zum Einen leucokortikale Lasionen, welche an der Grenze zwischen Cortex und
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weiller Substanz auffindbar sind und beide Substanzen gleichermal3end involvieren,
zum Zweiten kleine perivaskulare intracortikale Lasionen, die nur den Cortex
betreffen und drittens die bandférmigen subpial gelegenen demyelinisierten
Lasionen, welche vornehmlich die Schicht | bis IV des Cortex betreffen, aber auch
die gesamte Dicke des kortikalen Graus mit einbeziehen kénnen (Kidd et al. 1999;
Peterson et al. 2001; Bg et al. 2003). Diese subpial gelegenen Herde sind bevorzugt
in kortikalen Sulci gelegen, ebenso gehauft im Gyrus cinguli, in der Temporal- und
Inselregion sowie im Cerebellum auffindbar. Subpiale kortikale Lasionen scheinen
mit einer Entziindungsreaktion der Meningen assoziiert zu sein.

Die Pathologie der grauen und weilden Substanz unterscheidet sich in mafigeblichen
Punkten (Pirko et al. 2007). Die Herde in der grauen Substanz weisen eine
verminderte Inflammation auf und sind durch eine dominante Population von
verzweigter Mikroglia gekennzeichnet (Peterson et al. 2001). Bg et al. (2003)
berichten, dass eine Demyelinisierung innerhalb cortikaler Lasionen auch ohne
gesteigerte Lymphozytenanzahl oder Veranderung der Lymphocytenuntergruppen
stattfinden und modglicherweise unabhangig von einer T-Zell-gesteuerten
Entzindungsrektion ablaufen kann. Peterson et al. (2001) gehen davon aus, dass
die graue Substanz selbst zum Brennpunkt inflammatorischen Geschehens wird.
Kutzelnigg et al. (2005) formulieren die These eines dissoziierten Ablaufes von
inflammatorischer Demyelinisierung und neuronaler Degeneration.

Die Beeintrachtigung der grauen Substanz wird heutzutage als ein sehr frihes
Ereignis in der MS-Pathogenese bewertet (Pirko et al. 2007; Geurts und Barkhof
2008; Rovaris et al. 2008). Neben dem fruhzeitigen Auftreten demyelinisierter
Plaques und einen neuronalen Verlust imponiert die graue Substanz durch ihre
atrophischen Veranderungen (Chard et al. 2002; De Stefano et al. 2003; Dalton et al.
2004; Tiberio et al. 2005). Die Atrophie der grauen Substanz kann unabhangig von
pathologischen Veranderungen der weil3en Substanz erfolgen. Bozzali et al. konnten
nachweisen, dass eine Atrophie der grauen Substanz besonders manifest bei
Patienten mit progressiver multipler Sklerose ausgepragt ist (Bozzali et al. 2002).
Bildgebende Studien postulieren die gleiche Betroffenheit von weilter und grauer
Substanz (Bakshi et al. 2001), wobei die atrophische Veranderung alle Hirngebiete
involvieren kann (Chard et al. 2002). Ge et al. unterstreichen die bevorzugte Atrophie
der weillen Substanz (Ge et al. 2001), wahrend De Stefano et al. (2003) die

besonderen Gewebeeinbul’en der grauen Substanz hervorheben.

18



Neuronale Degeneration bei spinaler multiple Sklerose

Lumsden (1970) formulierte die These einer retrograd bedingten Schadigung der
grauen durch Veranderungen in der weillen Substanz. Spatere Untersuchungen
bewerten die Beteiligung der grauen Substanz als ein sekundares, auf
Veranderungen der weillen Substanz, axonale Schadigung und Waller'sche
Degeneration zurickfuhrbares Ereignis (Simon et al. 2000; Cifelli et al. 2002; Bermel
et al. 2003).

In der jungsten Vergangenheit erschienen eine zunehmende Anzahl an Studien,
welche die Beteiligung der grauen Substanz nachweisen und sich um die Pathologie
der Neurone bemuhen (Rovaris et al. 2008; Gilmore et al. 2008a; Stadelmann et al.
2008b). Dennoch bleibt die Pathogenese der Pathologie der grauen Substanz noch

immer ungeklart.

1.2.5. Die Pathologie der Neurone

Neurodegenerative Prozesse werden gegenwartig als eine der tragenden
Hauptelemente in der Pathogenese der multiplen Sklerose angesehen. Cifelli et al.
(2002) beschreiben einen Verlust thalamischer Neurone von 30-35%. Dieser
neurodegenerative Aspekt hat einen entscheidenden Einfluss auf Auspragung
permanenter neurologischer Defizite von MS Patienten (Peterson et al. 2001).
Verschiedene molekulare Mechanismen und Signal-Transduktionswege konnten als
neuronale Apoptose induzierende Faktoren ausfindig gemacht werden. Der Begriff
der Apoptose fand urspringlich Verwendung als morphologische Beschreibung fur
sterbende  Wirbeltierzellen, welche sich  durch  Zellschrumpfung und
Chromatinkondensation auszeichneten (Kerr et al. 1972). Im Gegensatz zu anderen
Sterbensformen einer Zelle, wie der Nekrose, findet die Apoptose in einem
disseminierten Muster ohne Hinzuziehung und Mitbeteiligung benachbarter Zellen
statt. Der apoptotische Zelltod stellt eine effiziente Strategie dar, ungewollte normale
Zellen und Zellen mit Verlust ihrer Funktion wirkungsvoll zu eliminieren. Es ist eines
der wichtigsten, wahrend der Entwicklung und der Evolution multizellularer
Organismen auftretendes Phanomen.

In menschlichen autoptischen Hirngewebe MS Erkrankter konnten in chronisch
aktiven und chronisch inaktiven Herden apoptotische Neurone detektiert werden
(Peterson et al. 2001). Kontrastierend hierzu stehen Neurone in aktiv akuten Herden,
welche nicht die morphologischen und intrazellularen Kriterien des apoptotischen

neuronalen Zelltods erflillen. Wie aus der bisherigen Forschung klassischer
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neurodegenerativen Erkrankungen, beispielsweise des M. Alzheimer, bekannt ist,
fallt die Detektion apoptotischer Neurone aufgrund der schnellen Dynamik und
Kinetik intrazellular ablaufender Signalkaskaden sehr schwer.

Wichtige Betrage zur Pathologie der Neurone sind auf Seiten der Neuroimmunologie
und Studien am Tiermodell der autoimmunen Encephalomyelitis erbracht worden.
Kurzlich veroffentlichte Studien berichten von T-Zellen, welche unabhangig von ihrer
Antigenspezifitat und trotz des Nichtvorhandenseins eines neuronalen MHC
Komplexes, Neurone in vivo und in vitro direkt attackieren konnen (Giuliani et al.
2003). Encephalogene CD4+ T-Lymphocyten konnten nachgewiesen werden, die
neben ihrer migratorischen Kapazitat innerhalb des ZNS Parenchyms direkt mit dem
neuronalen Zellkorper und den Fortsatzen interagieren und partiell zum Tod der Zelle
fuhren konnen (Nitsch et al. 2004). Es bestehen zunehmende Hinweise fur die
wichtige Vermittlerrolle des Apoptose induzierenden Todesliganden TRAIL tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand“ als ein T-Zell-assoziiertes
Effektormolekil (Zipp und Aktas 2006). TRAIL wird von CD4+ T-Zellen exprimiert
und induziert in Tiermodellen kollateral den Tod von Neuronen wahrend der
zerebralen Entzindungsreaktion (Aktas et al. 2005). Zudem konnte bei in vitro
kultivieren Neuronen eine Vulnerabilitdt fir CD8+ T-Zellen beobachtet und ein

vermittelter neuronaler Zelltod nachgewiesen werden (Medana et al. 2001).
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Abb 1. Inflammation bei neurodegenerativen Erkrankungen: primare Neurodegeneration findet fiir gewohnlich bei
klassischen nicht entzindlichen Erkrankungen des ZNS, wie dem Stroke oder der Parkinsonerkrankung (PD) statt, diese
stehen repréasentativ fir den ersten Schritt einer Entzindungskaskade, eingeleitet durch z.B. aktivierte Mikroglia. Die
Entziindungsreaktion wird durch das angeborene und erworbene Immunsystem unterhalten, in deren Folge eine neuronale
Schadigung moglich erscheint. Demgegenuber steht die Idee einer moderaten Immunantwort, welche durch Kontrolle der
Inflammation eine positive Wirkung auf die Neuroregeneration beinhalten kénnte (Aktas et al. 2007).
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1.3. Die Tiermodelle der multiplen Sklerose

Unter Nutzung verschiedener Agenzien und Arten der Immunisierung, sowie
verschiedener Tierstamme ist es moglich, im Tiermodell, der experimentellen
autoimmunen Encephalomyelitis (EAE) die verschiedenen neuropathologischen
Aspekte der MS Erkrankung nachzuahmen und zu etablieren (Wekerle et al. 1994;
Storch et al. 1998; Weissert et al. 1998; Kornek et al. 2000). Der neurodegenerative
Aspekt der Erkrankung kann in der EAE durch die aktive Immunisierung von ,brown
Norway“-Ratten mittels des rekombinanten Ratten Myelin Oligodendrocyten
Glykoprotein 1-125 (rrMOG) simuliert werden (Meyer et al. 2001; Diem et al. 2003a).
Das Pattern |, die T-Zell- und Makrophagen-assoziierte Demyelinisierung, kann im
Mausmodel der EAE durch die Injektion toxischer Produkte aktivierter Makrophagen,
wie dem Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF-alpha) oder dem Stickstoffmonoxid (NO),
darstellt werden. Herde, welche dem Pattern Il (Antikbrper-Komplement-assoziierte
Demyelinisierung) entsprechen sollen, lassen sich mittels der Beimpfung mit
Encephalitis provozierenden T-Zellen und demyelinisierenden AntikOrpern gegen
Myelin Oligodendrocyten Glykoprotein (MOG) provozieren (Lucchinetti et al. 2000).
Die verschiedenen gewebsschadigenden Mechanismen laufen parallel ab,
unterliegen durch die Induktion neuroprotektiver Faktoren einer teilweisen
Antagonisierung oder einer spontan ablaufenden Regenerationsreaktion. Trotz des
enormen experimentellen Potentials der EAE, bleibt diese jedoch ein Modell der
multiplen Sklerose und spiegelt nur in Auszligen die Pathologie und Dynamik der

Erkrankung wieder (Lassmann 2008).

1.4. Pathologie des Ruckenmarks bei MS

Bisher wurde der Untersuchung des Riuckenmarks in der Erforschung der multiplen
Sklerose wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Seit kurzem gewinnt die Pathologie des
spinalen Marks zunehmendes Interesse (Gilmore et al. 2006; Gilmore et al. 2008a).
Die isolierte Beteiligung des spinalen Marks kann bei 15-20% der Patienten mit MS
beobachtet werden (Edwards et al. 1986). Die Bildgebung im MRT hat sich als
Methode der Wahl etabliert, diese Lasionen zu detektieren (Papadopoulos et al.
1994; Hittmair et al. 1996).

Ein Hauptmerkmal flr die multiple Sklerose im Rickenmark ist die auffallig und
vielfach betonte Atrophie des Gewebes (DelLuca et al. 2004; Lin et al. 2004; Agosta
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et al. 2005; Evangelou et al. 2005). Dabei scheint das Ausmal} der Atrophie positiv
mit dem klinischen Defizit zu korrelieren (Lin et al. 2004).

DeLuca et al. (2004) und Evangelou et al. (2005) beschreiben atrophische
Erscheinungen des gesamten Rickenmarks (DelLuca et al. 2004) mit besonderer
Betonung des lateralen und posterioren Trakts (DelLuca et al. 2004; Evangelou et al.
2005). Im Cortikospinaltrakt ist ein axonaler Verlust entlang des gesamten
Ruckenmarks detektierbar, wobei die normal erscheinende weile Substanz (NAWM)
eine axonale Reduzierung von bis zu 41% aufweist (DeLuca et al. 2004). Die
sensorischen Trakte hingegen zeigen besonders im hdheren Cervikalmark eine
axonale Dichteminderung um 24%. In beiden Faserbahnen scheint die axonale
Schadigung grolienspezifisch zu sein, da vornehmlich kleinkalibrige Axone betroffen
sind, wohingegen Axone groReren Durchmessers verschont bleiben (DelLuca et al.
2004). Pathologische Studien haben das Ausmald axonaler Schadigung bei SP-MS
Patienten untersucht und verweisen auf eine Reduzierung der axonalen Dichte von
57%-61% fur Lasionen im Ruckenmark (Bjartmar et al. 2000; Lovas et al. 2000).
Dabei konnen 15-30% der spinalen Axone untergehen, bevor sich klinische
Ausfallssymptome bemerkbar machen (Bjartmar et al. 2003).

Eine MRT-Studie des cervikalen Rickenmarks bei Patienten mit PPMS (Agosta et al.
2005) berichtet von diffusen Veranderungen, welche am ehesten auf eine irreversible
axonale Schadigung oder die reaktive Gliose zuruckzufuhren sind und unabhangig
von cerebralen Lasionen stattfinden.

Bisher konnte anhand von Querschnittstudien keine direkte Relation zwischen der
Anzahl der Herde im Ruckenmark und der Anzahl der Lasionen im Gehirn gefunden
werden (Kidd et al. 1993; Lycklama et al. 2003). Longitudinalen Studien hingegen
verweisen auf eine Verbindung zwischen der Entstehung neuer cerebraler Plaques

und einer Entwicklung assoziierter spinaler Lasionen (Thorpe et al. 1996).
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2. Anatomie des Ruckenmarks

2.1. Die graue Substanz des Ruckenmarks

Histologisch lasst sich die graue Substanz in jeweils unterschiedlich aufgebaute
Zellschichten (Laminae) einteilen, die dorsal nach ventral mit | bis X nummeriert sind.
Einzelne Nervenkerne konnen voneinander abgegrenzt werden, die ebenfalls im

Folgenden besprochen werden.

Anatomische Voraussetzungen, die laminare Strukturierung

Die Lamina |, die Zone marginalis

1888 beschrieb Waldeyer erstmalig diesen
dinnen Bereich grauer Substanz als
Marginalzone oder Lamina |. Diese Zone
beinhaltet fusiforme, multipolare und
pyramidale Neurone (Beal et al. 1981; Lima
und Coimbra 1986). Physiologische

untersuchende Studien wiesen auf eine

selektive Erregung dieser Zone durch

Schmerz oder Warmestimuli hin (Miletic et

Abb 2. Grafik eines cervikalen

Ruckenmarkquerschnitts C6 zur Darstellung der al. 1 984) Anatomische Studien durch
laminaren Verhaltnisse (modifiziert nach der Thionin . .
Impragnierung aus Human Neuroanatomy 6.Edition, retrog rad markierende Technik haben

Truex und Carpenter, 1969).
nachweisen kobnnen, dass diese

nocizeptiven marginalen Zellen eine starke Kollaterlisierung besitzen. Aufsteigende
supraspinale Fasern projizieren in das Kleinhirn (Snyder et al. 1978), in Regionen
des Mittelhirns, das periaquaduktale Grau und den cuneiformen Nukleus (Menétrey
et al. 1982; Craig 1995). FiUr die marginalen Neurone lassen sich ebenfalls
Projektionen in ausgewahlte Bereiche des somatosensorischen Thalamus

nachweisen (Trevino und Carstens 1975).
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Die Laminae llI-1ll oder die Substantia gelatinosa

—— e e

—

Abb 3. Orientierung der zentralen Zellen und ihrer
Dendriten (linke Bildhalfte) und die Abstimmung dorsaler
Wurzelendigungen (rechte Bildhalfte) in einem
horizontalen Schnitt des dorsalen Horns. Katze; Golgi-
Technik. Nach Scheibel und Scheibel,(1968).

Die Substantia gelatinosa imponiert durch

|1l die Mehrheit ihrer Kleinen Neurone oder

Mikroneurone, welche  Zentral-Zellen
gennannt wurden (Ramén und Cajal
1909). Golgi-Impragnationen dieser Zellen
haben weitlaufige, in engen Bundeln

verlaufende Dendriten darstellen konnen,

| welche senkrecht die Substantia

gelatinosa durchlaufen. Gobel et al. (1980)

differenzierten zwei weitere Zelltypen der
Laminae llI-1ll. Dabei handelt es sich um

Neurone mit stielartiger Verastelung, die

exitatorischen Interneurone und Neurone mit kegelformigem Dendritenbaum, die

inhibitorischen Interneurone (Gobel et al. 1980).

Laminae IV-V, der Nucleus proprius dorsalis

Abb 4. Neuron des spinocervical Trakts in der Lamina IV im
dorsalen Horn der grauen Substanz (Katze). Die Dendriten
verzweigen sich dorsal in der Substantia gelatinosa, die
Axone minden ventral in einem grof3en lokalen Plexus,
bestehend aus zahlreichen Kollateralen und verlassen das
dorsale Horn. Intrazellulare HRP Technik. Aus Rastad et al.
(2977).

Die Lamina IV zeichnet sich durch die
Prasenz  mittelgro3er,  grofler  und
pyramidaler Neurone aus (Ramén y Cajal,
1909). Die Dendriten der Lamina IV
penetrieren in die Laminae Il und lll. lIhre
Axone weisen einen reichen lokalen
Plexus in Lamina V auf (Brown et al. 1977;
Rastad et al. 1977) mit Abgang eines
Hauptastes zum lateralen Fasciculus. Die
Neurone der Lamina IV durchziehen die
gesamte Lange des spinalen Marks und
projizieren in den spinocervikalen Trakt
(Rastad et al. 1977), den dorsalen

Funikulus (Brown und Culberson 1981) und den spinothalamischen Trakt (Willis et al.

1979).
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Physiologische Studien deuten darauf hin, dass der beschriebene lokale axonale
Plexus der Spinocervikalneurone fur die intersegmentale Beeinflussung spinaler

Reflexe verantwortlich sein kdnnte (Djouhri und Jankowska 1998).

Laminae V und VI bilden die Basis des dorsalen Horns des Ruckenmarks. Neurone
der Lamina V besitzen im Gegensatz zu den sagittal verlaufenden der Lamina IV
einen planar ausgebreiteten Dendritenbaum (Scheibel und Scheibel 1968). Die
Dendriten bilden schichtartige Platten, welche transversal entlang des Ruckenmarks
auffindbar sind (Scheibel und Scheibel 1968).

Wahrend Neurone der Laminae I-IV hauptsachlich Zielpunkt kutaner Afferenzen sind,
bilden Neurone der Lamina V einen wichtigen Bestandteil deszendierender

cortikospinaler und rubrospinaler Fasertrakte.

2.2. Die Klassifikation der Neurone

Das ventrale Horn des Ruckenmarks weist
—_ drei unterschiedliche Klassen von Neuro-
nen mit unterschiedlichen Verbindungen
= und Funktionen auf. Multipolare Motoneu-
Nel dorsals rone, die alpha-Motoneurone, innervieren
skelettale Muskeln, wahrend sie in charak-
teristischen Saulen angeordnet sind.
Etwas kleiner als die alpha-Motoneurone

HMel. motoril lateralis

treten die gamma-Motoneurone in Erschei-

nung. Diese innervieren die intrafusalen

Hel. motorii medialis

Abb 5. Grafik eines cervikalen Riickenmarkquer-schnitts Muskelspmdeln und “egen verstreut

C8 zur Darstellung der Neuronengruppen (modifiziert
nach der Photographie aus Human Neuroanatomy
6.Edition, Truex und Carpenter, 1969).

zwischen den multipolaren Motoneuronen.
Die exibitorischen und inhibitorischen
Interneurone imponieren durch ihre unterschiedliche Grofe. Diese Interneurone sind
zusammen mit den Interneuronen des intermediaren Grau fur die intra- und

intersegmentalen Reflexe verantwortlich (Jankowska und Lindstrom 1972).

25



Neuronale Degeneration bei spinaler multiple Sklerose

Alpha Motoneurone zeichnen sich durch ein multipolares Perikaryon aus, wobei
mindestens elf, im Median funf primare Dendriten abzweigen (Gelfan et al. 1970) und
ein dickes planes Geflecht quer durch das gesamte Vorderhorn und das intermediare
Grau bilden. Das Zytoplasma der Motoneurone ist mit Nissl-Substanz gefullt, welche
aus einem mit Ribosomen besetzten endoplasmatischen Retikulum besteht und
einen wichtigen Bestandteil der Protein Synthese darstellt. Das Zytoplasma ist reich
an Mitochondrien, Golgivesikeln und Zisternen Organellen, die der
Energiebereitstellung und der Membranproduktion dienen. Die beeindruckende
metabolische Maschinerie des Motoneuron-Perikaryon ist fur die Versorgung der
extensiven Membranoberflache und der langen abgehenden Axone verantwortlich.

Die Axone der Motoneurone unterscheiden sich von Zelle zu Zelle, wobei dies sich in
der Zusammensetzung des Cytoskeletts der Neurofilamente und der Mikrotubuli
widerspiegelt und in unterschiedlichem Axonkaliber manifest wird. Alle Komponenten
der Neurone, ihrer Perikarya, Dendriten und Axone beinhalten den Neurotransmitter
Acetylcholin (Barber et al. 1984). Ein kontinuierlicher anterograder und retrograder

axoplasmatischer Fluss sichert die metabolische Integritat der Axone.

Die Saulen und Untersaulen der Motoneurone

Motoneurone des Ruckenmarks sind in so genannten mehr oder weniger
ausgepragten Kerngruppen organisiert. Zum Ende des neunzehnten Jahrhunderts
entdeckte man, dass diese Kerne in longitudinalen Saulen Anordnung finden
(Waldeyer 1888). Heutzutage sind dank aufwendiger rekonstruktiver Studien an
Serienschnitten des spinalen Marks die Lange und Zuordnung der Neuronensaulen
bekannt. Bruce illustrierte erstmalig die Organisation der Neuronengruppen fur die
Segmente C1 bis S4 des Ruckenmarks (Bruce 1901). Wenig spater wurde sie von

Ranson und Clarke iGbernommen und weitergefuhrt (Ranson und Clarke 1959).

Das heterogene intermediare Grau

Das intermediare Grau besitzt zwei grof3zellige Komponenten, die paraganglionaren
Motoneurone lateral und die Clarke'sche Saule medial und zusatzlich viele weitere

Strukturen, wie das zentrale Grau und ein ausfallendes Feld an Interneuronen
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verschiedener GrofRe und Ausrichtung, welche zwischen dem Vorder- und Hinterhorn

enden.

Das zentrale Grau, das zentrale autonome Gebiet, umgibt den Zentralkanal und
bildet die Bricke zwischen den Hornern der grauen Substanz. Das zentrale Grau
wird von Fasern des dorsalen und ventralen Horn des Ruckenmarks durchzogen und
beinhaltet eine unterschiedliche Anzahl kleiner und mittelgrof3er Neurone. Viele
sensorische Fasern visceraler Organe enden in diesem Bereich (Neuhuber 1982).
Die Neurone scheinen auch direkt Gber nocizeptive Stimuli erregbar zu sein (Nahin et
al. 1983). Das zentrale Grau durchzieht das spinale Mark von der Medulla oblongata
bis in das Sakralmark und weist neben Projektionen in die medulare und pontine
Formatio reticularis (Menétrey et al. 1983) auch Verbindungen zum praaquaduktalen
Grau des Mesencephalon (Menétrey et al. 1982), zum Thalamus sowie zum

Hypothalamus auf (Burstein et al. 1987).

Mitte des neunzehnten Jahrhunderts beschrieb Jacob Clarke eine paarig angelegte
Saule von groRen dorsolateral des Zentralkanals gelegene Neuronen (Clarke 1851;
Clarke 1859). Das Ausmal} dieser Zellen ist sehr variabel und imponiert durch eine
beeindruckende Dichte und Lange der Dendriten. Wahrend ein Groldteil von kleinen
vieldentritischen Neuronen gebildet wird, zeigen die grélkeren Neurone eine
qualitative Zunahme der Langsausdehnung der neuronalen Fortsatze. Diese
erstrecken sich besonders in longitudinale Richtung. Neurone der Clarke schen
Saule erhalten monosynaptischen Input aus Propriozeptoren von Muskeln, Gelenken
und Haut (Kuno et al. 1973; Randic et al. 1981), projizieren Uber den dorsalen
Spinocerebellartrakt in den ipsilateralen Vermis cerebelli (Sherrington und Laslett

1903) und erreichen auch die tiefen celebellaren Kerne (Matsushita und Xiong 1997).

Das intermediare interneurale Feld

Das intermediare interneurale Feld wird von kleinen und mittelgro3en Interneuronen
gebildet. Experimentelle Studien konnten belegen, dass hier eine gro3e Anzahl
dieser Interneurone Quelle von propriospinalen Axonen sind, welche in ihrem Verlauf
innerhalb des Rickenmarks enden (Sterling und Kuypers 1968; Rustioni et al. 1971).
Interneurone dieses interneuralen Feldes erhalten proprioceptive und exteroceptive
Fasern, welche Uber einen monosynaptischen Kontakt direkt, oder polysynaptisch

indirekt, die Erregbarkeit der ventralen Motoneurone regulieren (Jankowska et al.
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1973). Diese Interneurone erhalten ebenfalls deszendierende intraspinale Efferenzen
(lllert et al. 1981). Unter den Interneuronen gibt es solche mit exhibitorischen und
andere mit inhibitorischen Eigenschaften (Hongo et al. 1969; Jankowska et al. 1973).
Einige von ihnen besitzen einen monosynaptischen Kontakt zu Motoneuronen, den
so genannten ,last-order oder ,Pre-motor Interneuron“ (Hongo et al. 1989; Puskar
und Antal 1997).

Zusammenfassend werden die Interneurone als Generatoren zentraler Muster
bezeichnet (,central pattern generators®). Unter den ,central pattern generators”
versteht man einen hypothetischen Schaltkreis von Neuronen, welcher fir die
gebietliche Generierung, zeitliche Sequenzierung und Ablauf von verschiedenen
Aktionen von Motoneurongruppen koordiniert wird. Hierzu zahlen Reflexe,
motorische Synergismen, wiederholende und zyklische Automatismen sowie die
fiktive Lokomotion (Stein 1984).
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2.3. Die weilRe Substanz des Riuckenmarks

Faserbahnen der weiRen Substanz

Der folgende Abschnitt widmet sich in knappen Zigen der graphischen Darstellung

der anatomischen Fasertrakte und Fasciculi der weillen Substanz des Riuickenmarks.

FUNCTIONAL SUBDIVISIONS
(TRACTS)

MORPHOLOGICAL SUBDIVISIONS
(FASCICULI)

1. Gracile fasciculus Spinolemniscal tract (lower)

Spinolemniscal tract (upper)
2. Cuneate fasciculus o

3. Dorsolateral Dorsal spinocerebellar
A

=i tract
fasciculus

Lateral corticospinal
tract

4. Superior lateral

fasciculus Rubrospinal tract

5. Marginal fasciculus
Lateral
tegmentospinal tract

6. Intermediate

fasciculi Ventral
spinocerebellar tract
7. Inferior lateral : { “— Spinocephalic

(spinothalamic) tract

Intraspinal
(propriospinal) tracts
Olivospinal tract

Ventral vestibulospinal tract

fasciculus I

8. Inferior circumferential
fasciculus

Ventral spinocephalic tract
Tectospinal tract
Medial longitudinal fasciculus

9. Ventral fasciculi

10 Ventromedial fasciculi, exterior
* Ventromedial fasciculi, interior

— Ventral corticospinal tract

Abb 6. Fasertrakte der weil3en Substanz im spinalen Mark des Menschen (rechte Bildhélfte), die Identifikation der
jeweiligen Fasertrakte basiert auf dem gegenwartigen klinischen Verstandnis und experimenteller Datenlage. Die
dargestellte Unterteilung der weien Substanz in Fasciculi beinhaltet aszendierende, deszendierende und intraspinale
Fasertrakte (linke Bildhélfte) (Altman und Bayer 2001).
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Der absteigende Cortikospinal und Rubrospinaltrakt des superioren lateralen

Fasciculus

Lateral des dorsalen Riuckenmarkhorns

Lateral
corticospinal

tract verlaufen zwei absteigende Bahnen
' supraspinalen Ursprungs: der massive
e Cortikospinaltrakts und der wesentlich
schmalere Rubrospinaltrakt.

Der Hauptanteil des lateralen
Cortikospinaltrakts wird von kleinkalibrigen
Fasern gebildet. Wahrend 60% von ihnen

eine Mpyelinscheide besitzen, sind die

(. e -

Abb 7. Kollaterale des lateralen Cortikospinaltrakts. Axone

restlichen hdillenlos (Lassek 1954). Der
dringen in das Riuckenmark einer Katze ein und folgen Grolteil der lateralen cortikospinalen

drei verschiedenen Routen. Die dorsale Kollaterale endet . . .
Fasern findet seinen Ursprung im

im dorsalen Hom, die zentrale Route mundet im
intermediéiren Grau, wahrend die ventrale Kollaterale des  prizentralen und pramotorischen Gebiet
ventralen Horns erreicht. Nach Scheibel und Scheibel

(1966). Golgi Technik. des Cortex (Lassek 1954). Beim dem
Cortikospinaltrakt des Affen konnte nachweisen werden, dass 29% der
Pyramidenbahn im motorischen Cortex, 29% im pramotorischen Cortex und 40% im
parietalen Cortex ihren Ursprung haben (Russel und DeMyer 1961). Circa 55%
dieser absteigenden Fasern enden im cervikalen Ruckenmark, wahrend 20% in
thorakalen und 25% in lumbosakralen Héhen munden (Weil und Lassek 1929). Es
bestehen mehrere Hinweise, dass unter den verschiedenen Projektionen eine
beachtliche segmentale Uberlappung besteht (Armand et al. 1974; Hayes und
Rustioni 1981). Zudem konnen cortikospinale Axone sich ebenso transversal
verzweigen, bevor sie in verschiedenen Regionen des intermediaren Grau und an
Interneuronen enden (Scheibel und Scheibel 1966) oder nach ventral biegen und an
den ventralen Motoneuronen muanden.

Der rubrospinale Trakt ist ventral des lateralen Cortikospinaltrakis gelegen.
Kollaterale Fasern des Rubrospinaltrakts ziehen in das intermediare Grau.
Tierexperimentelle Studien an Affen wiesen auf eine direkten monosynaptische

Verschaltung mit Mononeuronen hin (Shapovalov et al. 1971).
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3. Material und Methode

3.1. Die Patienten

Das untersuchte Ruckenmark stammt von 27 obduzierten, an der multiplen Sklerose
erkrankten Patienten aus dem Sektionsgut des Instituts fir Neuropathologie der
Charité Universitatsmedizin Berlin aus den Jahren 1977 bis 2000. Die Facharzte fur
Neuropathologie Berlin begutachteten und befundeten die vorliegenden Falle und
entnahmen bei der neuropathologischen Sektion schwerpunkmallig, aber nicht
ausschlieBlich MS-reprasentative Proben mit makroskopisch erkennbaren
Entmarkungsherden. Aufnahmekriterium der Patienten zur Untersuchung der
neuronalen Degeneration war die klinische und pathologische Diagnose der MS
Erkrankung, wobei keiner der Patienten an einer Sonderform der MS erkrankt sein
durfte. Zudem musste von den entsprechenden Fallen Gewebematerial und zur
weiteren Bearbeitung Ruckenmark vorhanden sein. Zum grofen Teil existierten
bereits histologische Farbungen des Ruckenmarksmaterials, so dass diese ebenfalls
gesichtet und je nach Zustand der Praparate in die Untersuchung aufgenommen

werden konnten.

Bei der Gruppe der untersuchten Patienten handelt es sich um zwanzig Frauen und
sieben Manner im Alter von 29 bis 78 Jahren. Das durchschnittliche Alter bei Tod
betrug fur die Frauen 57,8 und fir die Manner 59,8 Jahre.

Den klinischen Anforderungen der neuropathologischen Befunde ist Uber die
Krankheitsgeschichte der Patienten, des Alters bei Erstmanifestation, der
Erkrankungsentwicklung und eines differenzierten Neurostatus sehr wenig zu
entnehmen. An dieser Stelle kann keine detaillierte Darstellung der individuellen
Krankheitsgeschichte der Patienten erfolgen. Aufgrund des Alters des Materials und
der mangelhaften Datenlage bleibt eine klinisch pathologische Korrelation
unvollkommen.

Zur Transparenz der rekrutierten Falle werden im Folgenden die einzelnen MS Falle
tabellarisch aufgelistet und nach rekrutierten Jahren geordnet. Klinische Diagnosen

und pathologische Befunde werden dokumentiert.
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Auflistung der MS Falle

Fall Sex, Klinische Diagnose Pathologische Diagnose
Alter
205-77 | W, MS, Ausgedehnte Encephalomyelitis,
51 Jahre Hypertonus Chronisches subdurales Hamatom
536-77 | W, MS, In Hirnstamm und Spinalmark betonte
52 Jahre spastische Tetraparese, MS,
Schizophrenie Hirn6édem
298-78 | M, MS Encephalomyelitis disseminata mit
34 Jahre rezidivierende Lungenembolien, | Schwerpunkt im Spinalmark und
Zustand nach Herzstillstand Hirnstamm,
und Reanimation, inkomplette und komplette Nekrosen im
Halsmarkprozess C7/C8 mit gesamten Grol3hirncortex,
zunehmenden sensorischen Stammganglien und Hippocampus,
und spateren motorischen Nekrose der Purkinjezellschicht des
Ausfallen, Kleinhirns
Beginn der Symptomatik ca. 2-
3 Monaten nach Schadel-Hirn-
Trauma
341-79 | W, MS Vorwiegend spinal lokalisierte
54 Jahre Asthma bronchiale, Encephalomyelitis disseminata
Herzinsuffizienz,
Mamma-Carcinom
19-80 | M, MS MS mit frischen und alten Herden im
75 Jahre Marklager von Grof3hirn, Briicke,
Kleinhirn und Rickenmark,
Veranderung der Nervenzellen durch
Atrophie und Fuszinose,
kortikale Atrophie,
Hydroceophalus internus,
geringes Hirnédem
359-81 | W, MS MS
61 Jahre
399-82 | W, MS mit Arm und Beinparesen, Todesursache: biventrikulares
55 Jahre seit 26 Jahren Blasen und Herzversagen,
Darminkontinenz, MS,
Hyperthyreose, Tachykardie Knotige Hyperplasie der Schilddrise,
Pneumonie, nicht mehr frische Femurfraktur links,
Bridenileus Zustand nach Laparotomie wegen
Bridenileus 4 Tage zuvor
140-82 | W, MS seit 9 Jahren bekannt, Todesursache: Herzversagen,
76 Jahre Herzrhythmusstérungen, MS mit vorwiegend alten Herden in
sensibler Querschnitt seit 4 Grof3hirn, Kleinhirn, Hirnstamm und
Jahren Rickenmark
336-82 | M, MS, Herzkreislaufversagen bei
58 Jahre rezidivierende Harnwegsinfekte | abszedierender Pneumonie und
Pyelonephrose
109-83 | W, MS Klinische MS seit drei Jahren bekannt,
54 Jahre chronische Glomerulonephritis seit
einem Jahr
Todesursache: Herzkreislaufversagen
bei Urdmie
132-83 | W, MS MS
65 Jahre
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Fall ilet)ér Klinische Diaghose Pathologische Diagnose
304-83 | M, MS Herdférmige Entmarkungsherde ohne
76 Jahre Destruktion der Axone, besonders um
Bereich der Medulla oblongata und der
Briicke, periventrikulare frontal und
occipital in weilder Substanz des
Grofhirns,
kleine perivaskulare Nekrose in Rinde
des GroBhirns
384-83 | W, MS, MS
64 Jahre Paralytischer lleus,
Dysasthesie im Genitalbereich,
gestorte Pupillenmotorik
77-85 | W, MS MS
62 Jahre Arachnoidalzyste frontoparietal bds.
245-85 | W, MS seit 24 Jahren MS
76 Jahre
390-85 | W, MS seit 10 Jahren, Chronisch verlaufende, Gberwiegend
75 Jahre Pneumonie, spinale MS,
Rezidiv evtl. alter Endokarditis zahlreiche alte Entmarkungsherde in
Grofhirn, Kleinhirn und Hirnstamm
(Bruckenfu3) unscharf begrenzte
nahezu symmetrisch verteilte
Entmarkungsherde samtlicher
Rickenmarksquerschnitte
20-87 | W, Seit 7 Jahren bekannte MS, MS
36 Jahre zunehmende neurologische
Symptomatik,
schubweiser Verlauf seit
Diagnose
362-87 | M, 74 MS seit 35 Jahren, Alte multiple Sklerose ohne frische
Jahre Zustand nach Myokardinfarkt Entziindungszeichen,
Zeichen der arteriellen Hypertonie,
starkere allg. Arteriosklerose, starke
Koronararteriensklerose, frischer
Myokardinfarkt
Todesursache: Herzversagen bei
frischen Myokardinfarkt
580-87 | W, MS Alte MS
78 Jahre
836-88 | W, MS Multiple Sklerose mit unterschiedlich
36 Jahre alten Entmarkungsherden und Zeichen
eines akuten Schubes
104-89 | W, MS, Subdurales Hamatom, MS mit ausgepragten Herden im
58 Jahre anschlieRende Ausraumung, Grofhirn periventrikular, Hirnstamm am
postoperative Einblutung in das | Boden des linken Ventrikels und im
Mittelhirn Rickenmark, alteres Subduralhdamatom
links, Mittelhirneinklemmung mit
hamorrhagischer Infarzierung beider
Occipitallappen,
sek. Hirnstammblutung, kleines
Meningeom in Dura (Zufallsbefund)
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Fall

Sex,
Alter

Klinische Diaghose

Pathologische Diagnose

202-89

W!
54 Jahre

MS,
atypische Pneumonie

MS mit wenig Anzeichen florider
Entmarkung, bevorzugter Befall des
cerv. und thorakalen RM, sowie kleiner
Befall in GroRhirn, Kleinhirn und
Hirnstamm

251-90

W1
46 Jahre

MS,

Epilepsie,

Tod durch aspiratorische
Pneumonie

Enzephalomyelitis disseminata mit
ausgedehnten Befall der weil3en
Substanz, sowohl alte astroglial
gedeckte Herde als auch Herde mit
floriden entzlindlichen Zeichen
Kortikal die weil’e Substanz der
rechten Hemisphare starker betroffen,
es befinden sich jedoch auch
Entmarkungen contralateral (weniger
stark ausgepragt) im Kleinhirn in der
Briicke, auf Hohe der Olive und betont
cervikal sowie thorakal auf den
Schnittebenen des RM. Es stellen sich
frische hypoxische Zellveranderungen
dar. Todesursache:
Rechtsherzversagen,
Bronchopneumonie

673-94

W!
65 Jahre

MS,
Trigeminusneuralgie,
Tod durch akutes
Herzversagen

MS mit pseudosymmetrischen
Verteilung von Entmarkungsherde in
der Medulla oblongata und im
Rickenmark,

cervikal und thorakal betonter Verlust
von motorischen Vorderhornzellen

300-95

M!
29 Jahre

MS chronisch progredient seit 3
Jahren

Enzephalomyelitis mit Neuronophagien
im Rickenmark und Hirnstamm sowie
perivaskulare lymphozellulare Infiltrate
in Grof3hirn, Hirnstamm und
Rickenmark, Kleinhirnatrophie und
Sklerose sowie Typ 1 Atrophie der
Skelettmuskulatur. Der Befund ist bis
auf die extreme Kleinhirnatrophie
identisch mit den autoptischen
Befunden bei progressiver
Encephalomyelitis mit Rigiditat.

575-97

M1
71 Jahre

MS,

Multiple Metastasen und

Wirbelsaulenmetastasen,
metastasiertes broncho-

alveolares Carcinom

MS,

Ausgepragtes Hirnédem mit Nachweis
von mittelgradig ausgepragten
Herniationszeichen, ausgepragte
Stauung der leptomeningealen und
intraparenchymatésen Gefallen

51-00

W,
38 Jahre

MS

MS mit dissiminierten
Entmarkungsherden im Grof3hirn und
Kleinhirn sowie im Ruckenmark

Tab 1. Die Tabelle dokumentiert alle untersuchten MS Falle und differenziert nach GZ-Nummer, Geschlecht, Alter sowie
klinischer und pathologischer Diagnose.
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3.2. Die Kontrollen

Bei den Kontrollen handelt es sich ebenfalls um Falle aus dem Archiv der
Neuropathologie der  Charité  Universitatsmedizin  Berlin.  Vergleichende
Untersuchungen fanden an Rluckenmarksschnitten von 29 Patienten statt, welche
nicht an MS erkrankt waren und bei denen das Rickenmark bei Autopsie asserviert
wurde. Es handelt sich um achtzehn Manner und zehn Frauen im Alter von 21 bis 84
Jahren. Das Material stammt ebenfalls aus den Jahren 1975 bis 1990. Die folgende

Tabelle zeigt eine transparente Darstellung der rekrutierten Kontrollfalle.

Auflistung der Kontrollfalle

Sex, . :
Fall Alter Klinische Diagnosen

53/75 | M, Hirnkontusion, geringgradige intrakranielle Gefaf3fillungen, hochgradiges
11 Jahre Hirnédem, frische Subarachnoidalblutungen

168/75 | W, Chronische Hamodialyse, terminale Niereninsuffizienz, Kreislaufstillstand
65 Jahre

195/75 | W, Osophagusvarizenblutung bei Leberzirrhose, Zustand nach portokavalen
55 Jahre Shunt, portalen Hypertension. Atrophie des Gehirns, Leberglia in Corpora

mamilaria, Fibrose der extra und intraspinalen Gefalte

262/75 | M, Coxitis tuberkulosa
43 Jahre

299/75 | M, Multiple petechiale Blutungen, hamolytische Anamie mit Leukocytose
21 Jahre

349/75 | M, CLM, Herzversagen, Bronchopneumonie
46 Jahre

410/75 | M, Plasmocytom, Linksherzinsuffizienz, Pneumonie
84 Jahre

566/75 | M, Larynx-Ca., Blutungen aus Carotis
65 Jahre

647/75 | W, Spinocerebellare Ataxie, Systematrophie mit Schwerpunkt im Kleinhirn und
79 Jahre Hirnstamm

26/76 | M, SHT mit Kalottenfraktur, apallisches Syndrom
63 Jahre

111/76 | M, Fieberhafter Infekt, Malignom mit Beteiligung der Leber, AML, Hirnddem,
37 Jahre frische kleinere Blutungen im Vorderhirn des cerv. Rickenmarks

147/76 | M, Metastasiertes Leberzell-Ca, kompletter Querschnitt bei Th4, epidurale
45 Jahre Metastase

454/76 | W, Generalisiertes Lymphom, (cytostatisch behandelt), tumordse Infiltrate in Dura,
36 Jahre Arachnoidea, perivaskulares Substrat, Ablagerung von Substanzen im

Marklager des Grof3hirns, geringgradige Gliazellproliferation

125/77 | M, Pneumokokkenencephalitis
41 Jahre

200/77 | W, Zustand nach Billroth Magen-Ca Dunndarmfistel Sepsis, Rundzellinfiltrate in
72 Jahre lumbalen und sakralen Nerven bei Polyradikulitis

25/78 | M, Meningoencephalitis,zentrales Kreislaufversagen
68 Jahre

158/78 | M, Rezidiv eines Glioblastoms, Hydrocephalus
30 Jahre
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Sex, _ :
Fall Alter Klinische Diagnosen
258/78 | M, Bronchial-Carcinom, Salmonellose, Resistente Sepsis
33 Jahre
294/78 | W, Metastasiertes Melanoblastom
34 Jahre
43/78 | M, Herz-Kreislaufstillstand, Myocardinfarkt
77 Jahre
311/78 | M, Subfaszialer Abszess Glutealbereich, Erweichungen A. cerebri media
58 Jahre
313/78 | W, MaRige Atrophie des Gehirns, Liposklerose, Ablatio mammae, Ovarialtumor
76 Jahre
264/83 | W, TBC, multiple altere Erweichungen occipital beidseits, sowie einseitig frische
68 Jahre Infarzierung des alten Narbenbezirks,
alter Infarkt im Brickenfu3 bei Arteriosklerose
282/83 | M, Nierenbecken Carcinom,epidural wachsendes Hypernephrom Gber das
38 Jahre lumbosakrale Ruckenmark, Hinterstrangdegeneration
313/83 | W, Verdacht auf Tetanus,
83 Jahre Zustand nach Reanimation, Herzkreislaufstillstand, maRige Arteriosklerose,
alter Hinterwand-Infarkt, Mitralklappeninsuffizienz
24/84 | M, Hirntumor, malignes Lymphom des Gehirns ohne Beteiligung anderer Organe
54 Jahre
57/84 | M, Progressive Muskeldystrophie,
37 Jahre grol3 und kleinherdige Fibrosen im Myokard des linken Herzventrikels,
Todesursache: biventrikuldres Herzversagen
78/84 Unklare Sepsis, sensomotorisch, Periarteritis nodosa, hamorhagische
angiopathische Polyneuropathie, Polyneuritis, alter hypoxischer Hirnschaden,
Kleinhirn, Verlust Purkijezellen
499/90 | W, 41 Meningoenzephalitis unklarer Genese
Jahre

Tab 2. Die Tabelle dokumentiert alle untersuchten Kontrollfélle und differenziert nach GZ-Nummer, Geschlecht, Alter sowie
der klinischen Diagnose bei Sektion.

3.3. Die Gewebepréaparation

Das wahrend der Sektion enthommene Gewebe wurde in 5% gepufferten Formalin
fixiert und in Paraffin eingebettet. Aus den Paraffinblocken wurden 5 Mikrometer
dicke Schnitte angefertigt, welche zunachst zur optimalen Gewebeverarbeitung fur
wenige Sekunden in einem 50°C warmen Wasserbad verweilten. Im Anschluss
konnten die Rickenmarksschnitte auf fettfreie Objekttrager aufgezogen werden und
verblieben zum Antrocknen fir mindestens 24 Stunden im 51°C warmen

Trockenschrank.
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3.4. Die Darstellung der Farbungen

Far die Routinehistologie wurden folgende Farbungen durchgefuhrt:

- Darstellung von Zellkernen und Cytoplasma: HE
Luxol fast blue (LFB)

- Darstellung der Markscheiden:

- Darstellung der Axone:

- Darstellung der astrogliésen Reaktion:

Liste der verwendeten Antikorper

Myelin basic Protein (MBP)

Heidenhain-Wolke

Bielschowsky

Neurofilament (NF)

SMI32
SMI31

Amyloid Percursor Protein (APP)
Glial Fibrillary Protein (GFAP)
- Darstellung der Mikroglia und Makrophagen: CD68
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Antikorper Hersteller Katalog- Klonalitat Verdinnung | Autoklav
nummer

NF DAKO M 0762 Monoklonaler Maus 1:1000 Nein
Antikérper, Klon 2F11

SMI31 STERNBERGER | SMI31 Monoklonaler Maus 1:10000 2 x 5 min
Antikdrper

SMI32 STERNBERGER | SMI32 Monoklonaler Maus 1:1000 2 x5 min
Antikdrper

APP CHEMICON MAB348 Monoklonaler Maus 1:3000 2 x5 min

INTERNATIONAL Antikdrper

GFAP DAKO M 0762 Monoklonaler Maus 1:200 Nein
Antikérper, Klon 2f11

CD68 DAKO M 0814 Monoklonaler Maus 1:5000 2 x5 min
Antikérper, Klon KP1

MBP NOVOCASTRA Monoklonaler Maus 1:1000 2x 5 min
Antikorper,

Tab 3. Die Tabelle listet systematisch die verwendeten Antikorper auf, unter Berlicksichtigung des Herstellers, der Klonalitat,
der angewendeten Verdinnung der Antikdrper sowie dem Autoklavieren.
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3.4. Kurzdarstellung der verwendeten Antikorper
Die NF Darstellung

Das Neurofilament ist ein Mitglied der Familie der Intermediarfilamente. Zu dieser Familie zahlen auch
die Cytokeratine, Desmin, Vimentin sowie das Glial Fibrillary Acid Protein (GFAP).

Das NF-Heteropolymer besteht aus drei Klassen unterschiedlicher Polypeptidketten verschiedener
Molekulargewichte. Diese Untereinheiten bestehen aus dem NF-H (200 kDa), NF-M (160 kDa) und
dem NF-L (70 kDa).

Wahrend der Entwicklung werden diese Untereinheiten in unterschiedlich groRem Ausmal} exprimiert
und zeigen ebenfalls ein variables Verteilungsmuster in der neuronalen Zelle. Vornehmlich dienen die
niedermolekularen Elemente dem integralen Aufbau, wahrend die hochmolekulare Untereinheit dieser
Struktur auBen angelagert ist (Hirokawa et al. 1983).

Die Expression von Neurofilamentpolypeptiden ist im Allgemeinen auf neuronale Zellen beschrankt.
Der NF-Antikorper reagiert mit der phosphorylierten Form der 70 kDa-Komponente der drei Haupt-
polypeptiduntereinheiten. Markiert werden Neurone, neuronale Fortsatze, sympathische Ganglion-

zellen und das adrenerge Mark.

Die SMI32 Darstellung

Bei dem SMI31 handelt es sich um einen gegen Neurofilament gerichteten monoklonalen Antikorper.
Dieser reagiert mit phosphorylierten Epitopen, dem stark phosphoryliertem Neurofilament H und in
einem weniger starken Ausmafl mit dem Neurofilament M. In der Immunhistochemie markiert SMI31
dicke und dinne Axone, sowie Dendriten mit Ausnahme der dentritischen Fortsatze der

Purkinjezellen. SMI31 ist auch ein Marker fir pathologisch veranderte Neurone.

Die SMI32 Darstellung

Das Mikrotubuli assoziierte Protein 2 (SMI32) reagiert mit den nicht-phosphorylierten Epitopen des
Neurofilaments H (Bidmon et al. 1998).

Die Reaktion ist positiv, wenn das Epitop dephosphoryliert ist. SMI32 visualisiert neuronale Zellkérper,
Dendriten und kranke Axone des zentralen und peripheren Nervensystems. Die Selektivitat von
SMI32 stellt sich in der Darstellung von Pyramidenzellen dar, die in Schicht Ill und V des Cortex
markiert werden kdnnen (Hof et al. 1990).

SMI32 scheint ebenso neuronale Populationen mit erhdhter Vulnerabilitdt gegenuber Kinasen
darzustellen. Eine besondere Stellung nehmen hier die GABAergen Neurone ein und Neurone,
welche durch aktivierte Kinasen einen veradnderten Calciumstoffwechsel aufweisen. Studien in der
Alzheimerforschung und auf dem Gebiet der Chorea Huntington konnten ebenfalls beweisen, dass
SMI32 genau die Regionen markiert, welche im spateren Verlauf einen Verlust von kortikalen
Neuronen aufweisen (Hof et al. 1990; Knowles et al. 1998). Eine prominente SMI32-Reaktion zeigt
sich auch in angeschwollenen Neuriten nach stattgefundener Dephosphorylierung der betroffenen
Bereiche.
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Die APP Darstellung

Immunhistochemische Darstellungen des Beta-Amyloid-Percusor Protein (APP) detektiert sensitiv
Axone mit einem gestdrten axonalen Transport. Das integrierte funktionierende Axon farbt sich nur
dann, wenn die zu transportierenden Proteine, darunter das APP, akkumulieren. Somit wird APP zu
einem der sensitivsten Marker fir die axonale Unterbrechung. Die Akkumulation von APP imponiert
als aufgetriebener Axonkolben und ist noch vor einer axonalen Schadigung detektierbar (Grady et al.
1993; Li et al. 1995). Nach axonaler Transsektion ist eine axonale Auftreibung bereits nach drei bis

vier Stunden nachweisbar (Oehmichen et al. 1998).

Die GFAP Darstellung

Das saure Gliafaserprotein, Glial Fibrillary Protein (GFAP) ist ein 50 kD schweres
intrazytoplasmatisches Filamentprotein, welches nach Polymerisierung Intermediarfilamente formt.
Erstmalig von Eng et al. beschrieben, konnte es damals aus multiple Sklerose Plaques isoliert werden
(Eng et al. 1971). GFAP ist Teil des Astrocytenskeletts und spezifisch fir die Astroglia. Funktionell
dient GFAP der astrocytaren Motilitdt und Form sowie der baulichen Stabilitdt des Zellkdrper und der
Fortsatze. Da in Oligodendroglia jedoch keine Gliafilamente nachweisbar sind, farben sich diese nicht
GFAP-positiv. Wahrend der Entwicklung ist GFAP in der radidren Glia exprimiert und persistiert in der
Bergmann-Glia des Kleinhirns und in den Miiller Zellen der Retina.

Das saure Gliafaserprotein weist eine speziesabhangige Aminosauresequenz auf, welche mit einem
Molekulargewicht von 48 kD bei der Maus und 51 kD bei der Ratte liegt. Eine markante Eigenschaft
des GFAPs liegt in seiner starken Unléslichkeit in wassrigen Losungsmitteln, der Tendenz schnell zu

aggregieren und einer Empfindlichkeit gegeniber Proteasen (Eng und Lee 1995).

Die CD68 Darstellung

CD68 gehdrt als hoch glykosyliertes Membranprotein zu der Familie der lysosomalen Glykoproteine.
Diese sind eine Klasse von Membranshuttleproteinen, welche eine bedeutende Rolle bei Vorgéngen
der Endocytose, aber auch der Zytolyse spielten

Besonders pragnant erscheint CD68 in cytoplasmatischen Granula, weniger ausgepragt ist dieses
Membranprotein an der Oberfliche von Makrophagen, Monocyten Neutrophilen, Basophilen,

naturlichen Killerzellen und Zellen des peripheren Blutes, wie den B-Zellen.

Die MBP Darstellung

Das basischen Myelin-Protein (MBP) entspricht mit einem Anteil von ca. 30% der im Myelin
nachweisbaren Proteine. Von Oligodendrozyten produziert, zeichnet sich das MBP als einzelkettiges
flexibles Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 18 kD aus. Es ist im zentralen und peripheren

Nervensystem nachweisbar.
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Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Die Hamatotoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) erméglicht die Differenzierung anatomischer

Strukturen. Hierbei stellen sich die Zellkerne blau und das Zellplasma rot dar.

Die Imprégnation nach Bielschowsky

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts entwickelte Bielschowsky die Silberimpragnationsmethode zur
Darstellung von Neurofibrillen. Die Praparate werden zunachst mit Silbernitrat impragniert, bevor sie
mit einer ammioniakalischen Silbernitratldsung versetzt werden. Es entsteht ein Silberdiaminkomplex,
der durch den formaldehydhaltigen Entwickler reduziert wird. Im Anschluss fixiert man den schwarzen
Silber-Substratkomplex mit Alkohol, Xylol und Harz (Romeis 1989).

Die Luxol-Fast-Blue-Farbung
Der Farbstoff Luxol Fast Blue (Luxolblau, Echtblau), ein Kupfer-Phthalozyanin, zeigt spezifische

Affinitat fir Neurokeratin, so dass sich eine einfache Markscheidenfarbung durchfiihren lasst.
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Die Immunhistochemie

Das Prinzip der ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex-Technik):

Die ABC-Methode basiert auf der Affinitat von Avidin zu Biotin, wobei Avidin ein aus
Huhnereiweily gewonnenes Glykoprotein darstellt und vier Bindungsstellen flr Biotin
bereithalt. Auf Grund der molekularen Konfiguration binden jedoch in der Regel
weniger als vier Biotinmolekule. Derzeitig existieren zwei Methoden der Avidin-Biotin
Farbungen, die ,Avidin-Biotin-Komplex-Methode®, sowie der markierten Avidin Biotin-
Technik (LSAB).

Zur Verbesserung spezifischer Reaktionen wurde auf gentechnischem Weg ein
reineres Produkt gewonnen. Das so genannte Streptavidin wird aus dem Bakterium
Streptomyces avidinii isoliert.

Fir den Avidin-Biotin-Komplex benétigt man einen Biotin  markierten
Briuckenantikdrper. Diesem Zweck dient ein wasserlosliches Vitamin, welches sich
gut an den Brickenantikdrper koppeln lasst und die Verbindung zum ABC-Komplex
bewerkstelligt. In unserem Fall wird mit einem Multi-Link-AntikOrper gearbeitet, der
sich aus biotinylierten Anti-Maus- und Anti-Kaninchen-Immunglobulinen der Ziege
zusammensetzt. Der Komplex ist in der Lage, drei von vier mdglichen
Bindungsstellen des Avidins mit einem Molekul Biotin zu besetzten. Bei dem
bindungsfahigen Enzym handelt es sich um eine Peroxidase oder eine alkalische
Phosphatase. Als chromogene Substratidsung zum Anfarben des ABC-Komplexes
eignet sich im Falle einer enzymgebundenen Peroxidase das Diaminobenzidin (DAB)
(Naish, 1989; Romeis, 1989). Im Falle einer enzymgebundenen alkalischen
Phosphatase erfolgt die Komplexdarstellung mittels rotem Chromogen.

Um den Kontrast der spezifischen Anfarbung zu optimieren bzw. besser
differenzieren zu kénnen, empfiehlt es sich, mit Hamatoxylin gegen zu farben. Der

Vorteil dieses Farbeprinzips liegt in seiner hohen Sensitivitat.
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Das ChemMate Detection Kit K 5005

Fir die Darstellung der verwendeten Antikorper wurde das ChemMate Detection Kit
K 5005 ,Alkaline Phosphathase/Red, Rabbit/Mouse® der Firma Dako verwendet. Das
Kit basiert auf der markierten Streptavidin-Biotin-Methode und findet in einem
dreistufigen Verfahren Anwendung. Der erste Schritt besteht aus der Inkubation des
Gewebes mit entsprechendem verdinnten Kaninchen- oder Mausantikorper,
wahrend in der nachsten Phase ein zweiter (AB2), biotinylierter Antikorper
aufgetragen wird. Hierbei handelt es sich um eine gebrauchsfertige Losung mit
biotinyliertem Anti-Maus- und Anti-Kaninchen-Ziegen-Immunglobulinen, stabilisie-
renden Proteinen und Natriumazid. Der dritte Schritt erfolgt wahrend der Inkubation
mit dem an alkalischer Phosphatase konjugierten Streptavidin (AP). Rotes
Chromogen aus dem ChemMate Detection Kit K 5005 visualisiert die gebundenen
Antigen-Antikérper Komplexe.

Folgende Antikorper wurden mit dem ChemMate Detection Kit K 5005 dargestellt:
MBP, NF, CD68, SMI31, SMI32.
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3.4.1. Durchfuhrung der histopathologische Routinefarbungen

Die HE-Farbung

1.

2 ©® N O AN

0.

Entparaffinieren der Schnitte 2x5 min. in Xylol, anschliefend kurzes Bad in absteigender
Alkoholreihe und Einstellen in Aqua dest.
Farbung der Kerne mit Hamalaun fir 5-6 min.
Spulen in Aqua dest.

Blauen im Wasserbad fir 10 min.

Farben mit Eosin (0,1% in Aqua dest.) fur 10 min.
Auswaschen in Wasser fir 5 min.

Differenzieren in 80% Ethanol

Athanolbad 100% flr 2x2 min.

Xylol fir 3-5 min.

Eindecken in Eukitt

Die Impragnation nach Bielschowsky

1.

10.
11.
12.
13.

Entparaffinieren der Praparate 2x5 min. in Xylol, anschlieRend absteigende Alkoholreihe und
Einstellen in Aqua dest.
Eintauchen in 20% Silbernitratldsung fiir ca. 30 min. (bis eine hellbraune Farbung der Schnitte
sichtbar wird)
Spullen mit Aqua dest.
Ammoniakalische Silbernitratldsung fir ca. 30 min. (50 ml einer 20% Silbernitratlésung
werden solange mit Ammoniak versetzt bis die Lésung eine schwarze Farbe annimmt, sich
ein Niederschlag bildet und sich dieser schlieRlich wieder 16st, die Losung klar erscheint)
Spilen in Ammoniak-Aqua dest. (1 Teil Ammoniak auf 4 Teile Aqua dest.)
Spllen in sterilem Aqua dest.
Versetzen der Schnitte mit 2 Tropfen ammoniakalischer Silberlésung flir ca. 2-3 min. bis die
Praparate einen gold-braunen Ton annehmen.
Ansatz des Entwicklers:

37% Formaldehyd 20 ml

Steriles Aqua dest. 100 ml

Zitronensaure 0,59

65% Salpetersaure 1 Tropfen
Spllen in Ammoniak-Aqua dest.
Spllen in sterilem Aqua dest.
5% Natriumthiosulfat fur 2-3 min.
Spllen in Wasser flr 5 min.
Eintauchen in absteigender Alkoholreihe
Eindecken in Eukitt
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Die Markscheidenfarbung mit Luxol Fast Blue
1.

Entparaffinieren der Praparate 2x5 min. in Xylol, anschlieBend absteigende Alkoholreihe und

Einstellen in Aqua dest.

2. Uber Nacht in Luxolblau-Farbeldsung (siehe unten) einstellen

3. Abspllen in Aqua dest.

4. Einige Sekunden in 0,05%ige Lithiumcarbonatldsung eintauchen

5. weiter differenzieren in 80%igen Ethanol, 20-30 sek.

6. Abspilen in Aqua dest. Die Schritte 4 und 5 kénnen mehrfach wiederholt werden; man
differenziert bis graue und weile Substanz unterschieden werden koénnen, unter
mikroskopischer Kontrolle

7. Nach dem Abspilen in Aqua dest. die Kerne mit HE gegenfarben, 1-2 min.

8. Abwaschen in Aqua dest., blauen in Leitungswasser.

9. Entwassern in je 2 Portionen 96%igen und 100%igem Ethanol

10. Xylol

11. Eindecken in Eukitt

Herstellen der Farbeldsung
1.

2. 0,5 ml 10%ige Essigsaure zusetzen

0,1 g Luxol Fast Blue MBSN in 100ml 96%igem Ethanol I6sen.

Die Markscheibenfarbung nach Heidenhain-Wolke
1.

20 ® N oA WD

0.

Entparaffinieren der Praparate 2x5 min. in Xylol, anschlie3end absteigende Alkoholreihe und
Einstellen in Aqua dest.

2,5% Eisenalaun (Ammoniumeisen-IlI-Sulfat) — 2 Std. bei 45 °C
gut mit Aqua dest. auswaschen

Weigerts-Hamatoxylin — 2 bis 3 Std. (Ansatz siehe unten)

kurz in Aqua dest. spulen

Kernechtrot — 5 min.

Kurz in Aqua dest. spilen

Aufsteigende Alkoholreihe

Xylol

Eindecken in Eukitt

Herstellung des Weigerts — Hamatoxylin
1.
2. gesattigte Lithiumcarbonatldsung (70 ml)
3. Aqua dest. (830 ml)

10% alk. Hamatoxylin ca. 4 Wochen lang gereift (100 ml)
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3.4.2. Durchfuhrung der immunhistochemischen Farbungen
Die NF und GFAP Darstellung

1.

10.
11.
12.

Entparaffinieren: Xylol (5 min.), Xylol (5 min.) absteigende Alkoholreihe jeweils fir wenige
Sekunden
Auftragen des Primarantikérpers in seiner entsprechenden Verdinnung (siehe Liste der

verwendeten Antikorper): Inkubation fur 25 min.

PBS spllen

Auftragen des AB2, biotinylierter Sekundarantikdrper gegen Maus- und Kaninchen-Antikdrper
in einer Pufferlésung mit Tragerprotein und Natriumazid: Inkubation fiir 25 min.

Spulen der Schnitte mit PBS

Stopp der endogenen Peroxidase: Inkubation fiir 6 min.

HRP Streptavidin/Peroxidase, Streptavidin konj. mit Meerrettichperoxidase in Pufferlésung mit
Tragerprotein und Konservierungsmitteln: Inkubation fiir 25 min.

PBS

Entwickeln mit Chrom, Diaminobenzidinldsung 5x50 konzentriert 3,3 Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid in organischen. Lésungsmittel (750 ul Puffer : 15 yl DAB)

Gegenfarben mit Hamalaun fir 3-5 Min, blauen im Wasserbad fir 5 — 10 min.

Absteigende Alkoholreihe

Eindecken in Eukitt

Die MBP, CD68, SMI31 und SMI32 Darstellung

o gk 0bd

10.
11.
12.

Entparaffinieren den Préaparate

Vorbehandlung der Schnitte in der Mikrowelle jeweils 2x5 min.

Abkuhlen der Praparate fir ca. 10 min

Auftragen des Primarantikérpers

Spulen der Schnitte mit PBS

Auftragen des AB2, Link biotinylierter sekundarer Anti-Maus- und Anti-Kaninchen-Ziegen-
Immunglobuline in gepufferten Lésung mit stabilisierendem Protein und Natriumazid
(Inkubation fur 25 min.)

Auftragen der AP, Streptavidin Alkaline Phosphatase, an alkalische Phosphatase
konjungiertes Streptavidin in gepufferter Losung mit stabilisierendem Protein und
Konservierungsmittel (Inkubation fiir 25 min.)

Entwickeln unter mikroskopischer Kontrolle mit rotem Chromogen (das Chrom wird angesetzt
durch sorgfaltiges Mischen von 25 Teilen AP Substratpuffer mit einem Teil des Chromogen
Red 1, einem Teil des Chromogen Red 2, einem Teil des Chromogen Red 3)

Gegenfarben mit Hamalaun fir 1 min.

Blauen im Wasserbad fiir ca. 10 min.

Kurzes Eintauchen in absteigender Alkoholreihe

Eindecken mit Eukitt
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Die APP Markierung
In Zusammenarbeit mit dem Labor des Instituts fur Neuropathologie der
Universitatsmedizin Gottingen, Direktor Prof. Dr. med. W. Briuck wurde unter

folgenden Protokoll die APP-Markierung vorgenommen:

1. Entparaffinieren der Schnitte: Xylol (20 min.)-Xylol (20 min.)-Ethanol 99% - Ethanol 70%
Ethanol 50% - Aqua dest.

2. Vorbehandeln der Schnitte in der Mikrowelle

3. Spllen der Schnitte mit PBS

4. Blockieren der endogenen Peroxidase fir 10 min. (10% FCS/PBS)

5. Auftragen des Primarantikérpers (1:3000)

6. Inkubation Uber Nacht bei 4 °C

7. Waschen mit PBS

8. Avidin-Peroxidase (Sigma) 1:1000 fir 1 h bei Raumtemperatur

9. Waschen mit PBS

10. Entwickeln mit Diaminobenzidin (braun) unter mikroskopischer Kontrolle

11. Verstarkung von DAB durch 10-minutiges Eintauchen in Kupfersulfat-Lsg.

12. Gegenfarbung mit Mayer’s Hamalaun (30 sec.)

13. Blauen im Wasserbad fir 10 min.

14. Differenzierung in aufsteigender Alkoholreihe

15. Eindecken mit Eukitt

Bildgebende Verfahren

Mit dem Lichtmikroskop Olympus BX50, Japan, ausgestattet mit 2,5x, 10x, 20x, 40x,
60x und 100x vergroRernden Objektiven konnten das Gewebematerial erfolgreich
mikroskopiert werden.

Digitale Photoaufnahmen wurden mit der am Lichtmikroskop installierten Kamera der
Firma Canon angefertigt, gesteuert mit der Sensicam 3.0 Software. Die als JPG
gespeicherten Aufnahmen wurden im Anschluss mit Adobe Photoshop 5.0

bearbeitet.
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3.5. Durchfuhrung der Quantifikation der Neurone

Die angefertigten Ruckenmarksschnitte wurden mikroskopiert und anhand ihrer
Anatomie und Morphologie den cervikalen und thorakalen Hohen zugeordnet. Fur
das cervikale Ruckenmark konnte eine differenzierte Zuordnung der Ebenen von C2-
C8 vorgenommen werden, da flr diese Abschnitte besonders viel Material zur
Verfugung stand. Hingegen wurde fur das thorakale Mark mangels vorhandener
Schnitte auf eine zuordnende Untergruppierung verzichtet. Die Hohen der lumbalen
und sakralen RuUckenmarksabschnitte wurden eingehend untersucht, eine
Quantifizierung der Neurone konnte hier jedoch aufgrund nicht reprasentativer
Fallzahlen nicht stattfinden.

Im Folgenden wurde die graue Substanz zur besseren und uUbersichtlicheren
Neuronquantifikation in Quadrate eingeteilt. Die Auszahlung der Neurone erfolgt
systematisch am Lichtmikroskop, seitengetrennt und nacheinander unter
Berucksichtigung der verschiedenen Neurongruppen unter Vernachlassigung der
differenzierten Neuronarten.

Die ermittelten Daten wurden mittels SPSS Programm, Version 10.0, bearbeitet und
einer statistischen Analyse unterzogen. Zur Anwendung kamen komplex statistische
Testmethoden: Bonferroni-Korrektur, T-Test, Kruskal-Wallis-Test.

In  Kooperation mit dem Institut fur Biometrie und Statistik der Charité
Universitatsmedizin Berlin und der Mitarbeit von Frau A. Stroux konnte die
statistische Auswertung vorgenommen, diskutiert und auf ihre Richtigkeit hin

Uberpruft werden.
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4. Ergebnisse

Das untersuchte RUckenmarksmaterial der MS Patienten besteht aus den
Gewebeteilen, die bei Sektion ausgewahlt wurden. Die bevorzugte Entnahme von
Gewebe mit makroskopisch erkennbaren Entmarkungsherden ergibt sich aus dem

Ziel der Diagnosesicherung.

4.1. Veranderung der Neurone

In der Lichtmikroskopie des Spinalmarks bei MS Erkrankten imponierten die
histopathologischen Schnitte durch die in ihrer Anzahl deutlich verminderten und
morphologisch veranderten neuronalen Zellen.

Die Neurone weisen Degenerationserscheinungen auf, welche sich durch
atrophische Veranderungen und in Form kleiner denser Zellkrper auszeichnen
sowie durch Hyperchromasie und dicht gepackte Nisslsubstanz auffallig sind. In
einigen Praparaten lasst sich neuronaler Zelldetritus nachweisen. Neuronale
Degenerationserscheinungen sind bei einzelnen Zellen, aber auch ganzen
Neuronengruppen, beobachtbar. Atrophe Neurone lassen sich gehauft in der Nahe
von GefalRen auffinden und sind bestimmten Mustern zuzuordnen.

Die Degenerationserscheinungen der Neurone sind in allen Héhen des spinalen
Marks zu beobachten, betont betroffen scheinen jedoch die cervikalen und
thorakalen Ruckenmarksebenen. In der speziellen Untersuchung der einzelnen
Neuronengruppen des cervikalen Marks zeigt sich eine Verminderung der grof3en
pyramidenférmigen alpha-Motoneurone des ventralen Ruckenmarkhorns, wobei
auch die Anzahl der kleinen fusiformen Neurone der Laminae Ill, IV und V vermindert
erscheinen, ein besonders ausgepragtes Phanomen der spinalen Hohen von C3, C4
und C5. Neben neuronalen Zellen des Ncl. motorii lateralis ist ebenso ein relativer
Neuronverlust des Ncl. medialis zu beobachten. Zudem lasst sich eine Verminderung
der Zellen des Ncl. dorsalis beschreiben sowie eine Reduktion des Ncl. proprius

dorsalis in einigen der untersuchten MS Praparate.
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Abb 8. GZ 164-85, Vergr. 40x0,75x2

Abb 9. GZ 164-85, Vergr. 40x0,75x2

HE-Farbung. Darstellung eines atroph und degeneriert HE-Farbung. Darstellung von zwei atroph und degeneriert

erscheinenden Neurons in der grauen Substanz des
Vorderhorns des cervikalen Rickenmarks.

erscheinenden Neuronen in der grauen Substanz des
Vorderhorns eines cervikalen Riickenmarksquerschnitts.
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Abb 10. GZ 51-00, Vergr. 4x0,13
HE- Farbung. Querschnitt eines cervikalen
Ruckenmarks, Vorderhorn in Héhe von C5.

Abb 11. GZ 51-00, Vergr. 20x0,5

HE- Farbung. Querschnitt eines cervikalen Rickenmarks,
Vorderhorn in H6he von C5, atrophe hyperdense neuronale
Zellkérper mit Hofbildung. Neuronverlust.

Abb 12. Kontrollschnitt GZ 566-75, Vergr. 4x0,13

prasentiert sich ohne pathologische Veréanderungen.

Abb 13. Kontrollschnitt GZ 566-75, Ausschnitt
HE-Farbung. Darstellung eines ventralen Vorderhorns des HE-Farbung. Darstellung des ventralen Vorderhorns des
cervikalen Ruckenmarks. Die graue und weile Substanz cervikalen Ruckenmarks. Zahlreiche Neurone im Bereich

des Ncl. motorii lateralis und Ncl. motorii medialis sind

Zahlreiche Neurone im Bereich der Ncl. motorii lateralis beobachtbar.

und Ncl. motorii medialis.
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Abb 14. GZ 390-85, Vergr. 1,25x0,04

HE-Farbung. Darstellung eines thorakalen Rickenmark-
guerschnitts. Die graue Substanz erscheint atroph und
von einem relativen Zellverlust betroffen zu sein.
Degeneration und Verlust neuronaler Zellen. Die weile
Substanz imponiert entmarkt.

Abb 16. GZ 836-87, Vergr. 10x0,3

HE-Farbung. Darstellung eines thorakalen Vorderhorns.
Die graue Substanz erscheint atroph und von einem
relativen Zellverlust betroffen zu sein. Degeneration und
Verlust neuronaler Zellen, bevorzugt des Ncl. motorius
medialis. Die weil3e Substanz imponiert entmarkt.

Abb 15. GZ 390-85, Ausschnitt

HE-Farbung. Darstellung eines thorakalen Vorderhorns.
Die graue Substanz erscheint atroph und von einem
relativen Zellverlust betroffen zu sein. Degeneration und
Verlust neuronaler Zelle.

Abb 17. GZ 836-87, Ausschnitt

HE-Farbung. Darstellung eines thorakalen Vorderhorns.
Die graue Substanz erscheint atroph, zellverarmt und von
einem Verlust neuronaler Zellen betroffen. Markierung
zwei kleiner degenerierter Neurone. Die weilRe Substanz
scheint spongids aufgelockert.

Abb 18. GZ 362-87, Vergr. 20x0,5

HE-Farbung. Darstellung eines cervikalen Rickenmark-
querschnitts. Die Neuronendichte des Ncl. motorius lateralis
erscheint reduziert, die neuronalen Zellen weisen atrophe
Veranderungen auf.

Abb 19. Kontrollschnitt GZ 87-84, Vergr. 20x0,5
HE-Farbung. Darstellung zahlreicher neuronaler Zellkdrper
im cervikalen Ruckenmark, Zellgruppe des Ncl. motoris
lateralis.
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Von ahnlichen Veranderungen ist ebenfalls das thorakale Rickenmark betroffen. Flr
diese Hohe ist eine Reduktion von Neuronen des Ncl. dorsalis sowie des Ncl.
proprius dorsalis auffallig. Aber auch Neurone des Vorderhorns, wie die des Ncl.
motorius medialis und Ncl. motorius lateralis, schienen in ihrer Anzahl vermindert.
Der Verlust kleinerer Neurone ist offensichtlich, lasst sich jedoch nur schwer
darstellen. Die graue Substanz des thorakalen Ruckenmarks erscheint zellarm und

gelichtet.

Wahrend der allgemeinen Untersuchung der einzelnen Rickenmarksebenen kénnen
die neuronalen Veranderungen, bezogen auf ihre Lokalisation und Morphologie, in
drei Schadigungsmuster differenziert werden.

Bei dem Typ a (Abb. 20) der Schadigung handelt es sich um den bevorzugten
Verlust neuronaler Zellen im zentralen Bereich der grauen Substanz mit
hauptsachlicher Beteiligung von Interneuronen. Die graue Substanz erscheint hier
stark ausgedunnt, vereinzelt imponieren randstandige, an der Grenze zur weil3en
Substanz befindliche Neurone. Typ b (Abb. 21) klassifiziert Lasionen, welche
disseminiert einzelne Neuronengruppen umfassen.

Der Typ c (Abb. 22) zeichnet sich durch den Verlust neuronaler Zellen von nur einem
Kerngebiet aus (im Besonderen die Zellen des Ncl. motorius lateralis).

Im Bereich der cervikalen Ruckenmarksabschnitte der MS Patienten Uberwogen die
Typ a Lasionen mit ca. 60%, wahrend Typ b ca. 10% und Typ ¢ ca. 30% zuzuordnen
waren. Fur das thorakale Ruackenmark bietet sich eine schwierigere Beurteilung
bezogen auf die neuronalen Schadigungsmuster, auch begrindet in der
flachenbezogenen kleineren Reprasentation der grauen Substanz.

Eine differenzierte Verteilung der neuronalen Schadigungsmuster, die einzelnen
Héhen des spinalen Marks betreffend, lasst sich nicht vornehmen. Ein
Zusammenhang zwischen den dargestellten neuronalen Schadigungsmustern und
dem Stadium der MS Erkrankung lasst sich nicht treffen, ebenso ist eine Korrelation
zwischen Verlauf und Ausmal® des Zellverlustes der betroffenen Neuronengruppen
nicht moglich.

Interessant bezuglich der beschriebenen Schadigungsmuster der neuronalen Zellen
erscheinen hierbei die Form und das Ausmal} der Demyelinisierung der grauen

Substanz.
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Neuronale Schadigungsmuster des Riuckenmarks

Abb 20. Grafische Darstellung der Abb 21. Grafische Darstellung der Abb 22. Grafische Darstellung der
neuronalen Schadigungsmuster im neuronalen Schadigungsmuster im neuronalen Schadigungsmuster im
cervikalen Riickenmark. cervikalen Riickenmark. cervikalen Ruckenmark.

Typ a: Schadigung und Verlust Typ b: disseminierte Betroffenheit Typ c: Schadigung und Verlust
neuronaler Zellen im zentralen einzelner Neuronengruppen der grauen neuronaler Zellen von nur einem
Bereich der arauen Substanz. Substanz. Kerngebiet der grauen Substanz.

Abb 23. GZ 80-87, Vergr. 20x0,5 Abb 24. GZ 399-82, Vergr. 20x0,5 Abb 25. GZ 51-00, Vergr. 10x0,5
Bielschowsky-Impréagnierung. Verlust Bielschowsky-Imrpéagnierung. Verlust Bielschowsky-Imrpégnierung. Anteriore
neuronaler Zellen im zentralen und Degeneration von Neuronen des laterale Neurongruppe des cervikalen
Bereich der grauen Substanz. Ncl. dorsalis in der grauen Substanz des  Ruckenmarks, Zellen erscheinen atroph
cervikalen Ruckenmarks. und in ihrer Anzahl vermindert.

Abb 26. Grafische Darstellung Abb 27. Grafische Darstellung Abb 28. Grafische Darstellung
der neuronalen Schadigungs- der neuronalen Schadigungs- der neuronalen Schadigungs-
muster im thorakalen Ruicken- muster im thorakalen Ricken- muster im thorakalen Riicken-

mark.Typ a. mark.Typ b. mark.Typ c.
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Abb 29. GZ 164-89, Vergr. 1,25x0,04
Bielschowsky-Impragnierung. Ubersicht eines cervikalen
Riickenmarkquerschnitts. Grenziiberschreitender
Axonverlust der weil3en und grauen Substanz.

Abb 30. GZ 164-89, Ausschnitt
Bielschowsky-Impréagnierung. Darstellung des linken
cervikalen Vorderhorns. Beginnender Axonverlust der
grauen Substanz, Reduktion der neuronalen
Vorderhornzellen.

Abb 31. GZ 104-83; Vergr. 10x0,3
Bielschowsky-Impragnierung.Darstellung eines thoraklen
Vorderhorns. Die graue Substanz erscheint ausge-
diinnt.Verlust neuronaler Zellen des Ncl. motorius lateralis.

Abb 32. GZ 104-83, Ausschnitt
Bielschowsky-Impragnierung. Ausschnitt des linksseitig
dargestellten thorakalen Vorderhorns. Relativer Gewebe-
und Axonverlust der grauen Substanz, besonders in der
Randzone zur angrenzenden weilen Substanz.

Die neuronalen Zellen erscheinen reduziert.

Abb 33. GZ 362-87, Vergr. 20x0,5
Bielschwosky-Impragnierung. Darstellung kleiner atropher
Neurone des ventralen Vorderhorns des cervikalen
Riickenmarks. Die graue Substanz weist eine relative
Gewebeauflockerung mit einem massiven Axonverlust
auf.

Abb 34. Kontrollschnitt GZ 294-78, Vergr. 20x0,5x2
Bielschowsky-Impragnierung. Darstellung von
Neuronen des ventralen Vorderhorns des cervikalen
Ruckemarks. Die neuronalen Zellen sind von einem
dichten Zellverband und Axongeflecht umgeben.
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Demyelinisierung in der grauen Substanz

In der LFB-PAS Farbung sind in der grauen Substanz demyelinisierte Herde auffallig.
Diese zeichnen sich durch regionale Variabilitat und unterschiedliche Myelindichte
aus. Die Morphologie der Lasionen kann verschiedenen Demyelinisierungsmustern
zugeordnet werden. Der Schadigungstyp | zeichnet sich durch eine
Demyelisierungsreaktion aus, welche die weile und die graue Substanz
gleichermalRend betrifft und in Grenzgebieten der beiden Zonen anzutreffen ist.
Diese Art der Demyelinisierung scheint besonders fur die dorsalen Abschnitte der
Laminae V, VII, X der grauen Substanz und den angrenzenden Faserbahnen der
weillen Substanz der Fall zu sein. Ein weiteres Schadigungsmuster besteht im Typ
II, einem einzelnen groflen demyelinisierten Plaque in der grauen Substanz.
Pradestiniert flr einen demyelinisierenden Prozess scheint die Lamina X und die
Commissura anterior zu sein. In der MBP-Darstellung und im LFB-PAS stellt sich
dieser Bereich besonders haufig demyelinisiert dar (Abb. 35 bis 37). Entmarkte
Herde sind jedoch ebenso vereinzelt und disseminiert in unterschiedlichen Arealen
der grauen Substanz des Rlckenmarks auffindbar (Typ Ill). Im cervikalen Mark
betont, sind diese oft um Gefale der grauen Substanz lokalisiert mit besonderer
Auspragung in der Substantia gelatinosa des Ruckenmarks.

Am haufigsten vertreten ist Typ | der Demyelinisierung der grauen Substanz der
untersuchten MS Patienten, wobei in einem beinahe gleichen Ausmall auch ein
einzelner, ursprunglicher Entmarkungsherd beobachtet werden kann. Die
Demyelinisierungsmuster der grauen Substanz kdnnen ineinander Ubergehen oder
simultan auftreten, wobei keine Aussage Uber den zeitlichen Verlauf oder die
gegenseitige Beeinflussung anhand der vorliegenden Untersuchung mdglich
erscheint.

Regionale Unterschiede intra- und interindividueller Art lassen sich in den einzelnen
Ruckenmarkshohen beschreiben. In  der Gesamtheit der untersuchten
Rickenmarksschnitte imponieren die demyelinisierten Herde der grauen Substanz
inaktiv und von keiner frischen Demyelinisierungsreaktion betroffen zu sein. Im
Vergleich des Flachenverhaltnisses der grauen gegenuber der der weil’en Substanz
erscheinen die demyelinisierten Herde der grauen Substanz ein grofieres Volumen

einzunehmen.
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Abb 35. Typ I: Auftreten von Abb 36. Typ II: Auftreten eines Abb 37. Typ Ill: Auftreten
demyelinisierten Herden besonders groRen demyelinisierten Herdes verschiedener demyelinisierter
in der Grenzzone zwischen grauer im zentralen Berich der grauen Herde verteilt in der grauen
und weiRer Substanz. Substanz des Rickenmarks. Substanz des Ruckenmarks.

Da es sich bei einem Grofteil der Ruckenmarksschnitte um alte Herde mit
chronischem Krankheitsverlauf handelt, lasst sich keine Aussage Uber den zeitlichen
Hergang des Myelinverlustes treffen.

In der Demyelinisierungsreaktion der grauen Substanz kann eine starkere und
akzentuierter Betroffenheit der cervikalen RUckenmarksabschnitte beobachten
werden, wobei die Erkrankungsdauer des Patienten sowie die Aktivitat der multiplen
Sklerose berlcksichtigt werden sollten.

Die Anzahl neuronaler Zellen ist in demyelinisiertem Gewebe im Vergleich zu
Kontrollpatienten und myelinisierter grauer Substanz wesentlich vermindert. Eine
Entmarkung der grauen Substanz muss jedoch nicht konsequenter Weise in einen
Neuronverlust minden. Trotz des beeindruckenden und massiven Myelinverlustes
der grauen Substanz in den untersuchten MS Praparaten, zeigen einige Patienten
nur eine geringfugig verminderte Neurondichte auf. Im umgekehrten Fall jedoch, bei
einem deutlichen Verlust neuronaler Zellen, zeigt sich begleitend auch eine
ausgepragte Reduktion der Myelinisierung. Eine klare und strikte Trennung zwischen
pathologischen Veranderungen der grauen und der weillen Substanz ist nicht
moglich.

Im Folgenden werden anhand eines MS Falls exemplarisch die
Demyelinisierungsmuster der grauen Substanz eines cervikalen
Ruckenmarkquerschnitts dargestellt und demonstriert (Abb. 38). Die anschlielienden
Abbildungen des gleichen Patienten verdeutlichen die regionale Variabilitdt des
demyelinisierenden Geschehens der grauen Substanz des Ruckenmarks (Abb. 39
bis Abb. 45).
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Abb 38. GZ 399-82, Vergr. 1,25x0,04

Markscheiden-Farbung. Ubersicht eines cervikalen Riickenmarkschnittes.
Massive Entmarkung der grauen und angrenzenden wei3en Substanz,

regionale Variabilitat im Ausmaf3 der Entmarkung.

Abb 39. Typ I+ll: Auftreten eines Abb 40. Typ I: Auftreten eines grof3en
groRen demyelinisierten Herdes im demyelinisierten Herdes im zentralen
zentralen Bereich der grauen Bereich der grauen Substanz des
Substanz des Ruckenmarks, Rickenmarks, mit besonderer
Uberschreiten der Begrenzung zur Auspréagung in der Lamina lll, IV und
weil3en Substanz und ihrer V, keine deutliche Abgrenzung zur

begleitenden Strangentmarkung. weilRen Substanz méglich.

Abb 41. Typ I: Auftreten eines
demyelinisierten Herdes der grauen
Substanz in Angrenzung und
Mitbeteiligung der weien Substanz
des spinalen Marks.
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Abb 42. GZ 399-82, Vergr. 1,25x0,04
MBP-Darstellung. Ubersicht eines cervikalen
Riickenmarkquerschnitts. Grof3e Demyelinisierung des
Cortikospinaltraktes mit Involvierung der grauen
Substanz, von der Grenzzone der beiden Substanzen
ausgehend (Typ 1).

Lt

Abb 44. GZ 399-82, Vergr. 4x0,13
MBP-Markierung. Darstellung grof3flachiger
Demyelinisierung im Bereich der weien und grauen
Substanz sowie der Comissura anterior (Typ I).

T

Abb 46. GZ 673-94, Vergr. 1,25x0,04
Markscheiden-Farbung. Ubersicht eines cervikalen
Ruckenmarkquerschnitts. Massive Demyelinisierung des
Cortikospinaltraktes mit Involvierung der grauen Substanz
(Typ I).

Abb 43. GZ 399-82, Vergr. 4x0,13

MBP-Markierung. Darstellung grof3flachiger
Demyelinisierung im Bereich der wei3en mit fast
vollstéandiger Betroffenheit der grauen Substanz und der
Comissura anterior (Typ I).

Abb 45. GZ 399-82, Vergr. 40x0,75

MBP-Markierung. Darstellung grof3flachiger
Demyelinisierung im Bereich der grauen Substanz,
hofférmige Auspragung um die degeneriert anmutenden
Neurone des Vorderhorns.
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Abb 47. GZ 673-94, Ausschnitt

Markscheiden-Féarbung. Darstellung des linken Horns des
cervikalen Rickenmarkquerschnitts. Massive
Demyelinisierung der grauen Substanz des angrenzenden
Cortikospinaltraktes, Verlust neuronaler Zellen des Ncl.
motorii lateralis.
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Abb 48. GZ 390-85, Vergr. 10x0,3 Abb 49. GZ 390-85, Ausschnitt

LFB-PAS Farbung. Darstellung eines cervikalen LFB-PAS Farbung. Darstellung der groR3flachig
Vorderhorns, demyelinisierter Plaque in der grauen demyelinisierten grauen Substanz, reduzierte
Substanz, reduzierte Neuronanzahl des Ncl. motori Neuronanzahl im zentralen Grau und relativer Zell-
lateralis, atroph erscheinendes Gewebe (Typ II). Verlust (Typ I1).

Abb 50. GZ 104-89, Vergr.1,25x0,04 Abb 51. GZ 104-89, Ausschnitt Abb 52. GZ 104-89, Ausschnitt
Markscheiden-Farbung. Ubersicht eines Markscheiden-Farbung. Demylinisierte Markscheiden-Farbung. Demyelinisierte
cervikalen Rickenmarkquerschnitts. Lasion grenziiberschreitend im Bereich Plaques im Bereich der Lamina IV und
Massive Demyelinierierung der grauen der Pyramidenbahn und der Lamina VIl V und VI der grauen Substanz (Typ Ill).
und weilRen Substanz. und X (Typ lund I1)

Abb 53. GZ 341-79, Vergr. 1,25x0,04 Abb 54. GZ 341-79, Ausschnitt

MBP- Markierung. Darstellung eines cervikalen MBP- Markierung. VergréRerte Darstellung der wie
Vorderhorns. Scharf begrenzter Entmarkungsherd ,2ausgestanzt‘ wirkenden Entmarkungsherde, mit scharfer
zwischen weilRer und grauer Substanz (Typ |). Die Begrenzung zwischen Myelinerhalt und Myelinverlust.

Demyelinisierung orientiert sich an keinerlei Strukturen.
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4.2. Neurone und Axonpathologie

Im Vergleich zur Pathologie der grauen Substanz zeichnet sich die weil’e Substanz
des Rickenmarks durch flachenmafig groRere Herde aus. Hierbei imponiert die
Demyelinisierung der Axone als ein vorrangiges Phanomen, wobei es in dessen
Folge zu einem Axonverlust zu kommen scheint. Grundsatzlich muss festgestellt
werden, dass jedoch ein Axonverlust in einen Myelinverlust mindet. In der
Lichtmikroskopie sind verschiedene Verteilungsmuster axongelichteter Herde
beobachtbar. Diese sind haufig am deutlichsten durch ihre Demyelinisierung zu
erkennen. Bei einem Groldteil der Praparate prasentieren sich die subpialen Bereiche
bandférmig gelichtet und demyelinisiert, vorzugsweise beidseitig in den lateralen
Regionen des spinalen Marks. Die einzelnen Ebenen des Ruckenmarks scheinen
gleichermal3en betroffen. Herde mit Axonverlust treten disseminiert in der gesamten
weillen Substanz auf. In einigen Fallen lassen sich Herde beobachten, welche die
weille und graue Substanz betreffen und eine verminderte Axondichte aufweisen.
Fir dieses Phanomen scheint besonders das Grenzgebiet der Laminae V, VI und X,
die Area gelatinosa, die Hinterstrange sowie der Bereich des anterioren und lateralen
Cortikospinaltrakts pradestiniert zu sein.

Ein deutlicher Verlust von Axonen ist mit einem Verlust von Neuronen assoziiert,
wobei betont werden kann, dass nicht jede Axonlichtung konsequenterweise zu
einem Neuronuntergang fuhrt. Umgekehrt sind jedoch normal erscheinende
neuronale Zellen, umgeben von geschadigten Axonen der grauen und weilen

Substanz, detektierbar.

Abb 55. Zentraler Typ Abb 56. Strangtyp Abb 57. Peripherer Typ

Die dargestellte Grafik zeigt Die dargestellte Grafik zeigt Die dargestellte Grafik zeigt
schematisch demyelinisierte Herde, schematisch die bevorzugten schematisch ein bandférmig
die grenziiberschreitend die graue Demyelinisierungsbereiche in der verlaufendes demyelinisiertes
und weil3e Substanz gleicher weilRen Substanz mit Betonung des Gebiet der weillen Substanz im
maRen betreffen. lateralen und anterioren Cortiko- subpialen Bereich.

spinaltrakts.
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Abb 58. GZ 20-87, Vergr. 1,25x0,04 Abb 59. GZ 20-87, Ausschnitt
Bielschowsky-Impragnierung. Ubersicht eines thorakalen Bielschowsky-Impréagnierung. Grof3er Entmarkungsherd in
Riickenmarkquerschnitts mit kleineren Entmarkungs- der grauen Substanz, Axonverlust in den Laminae V, VI, und
herden in der grauen Substanz. Deutlicher Axonverlust im VIl, Reduktion der neuronalen Dichte.

subpialen Bereich des Riickenmarks (peripherer Typ).

Abb 60. Kontrollschnitt GZ 294-78, Vergr. 1,25x0,04 Abb 61. Kontrollschnitt GZ 294-78, Ausschnitt
Bielschwosky-Impréagnierung. Ubersicht eines Bielschowsky-Impréagnierung. Darstellung des rechten
cervikalen Ruckenmarkquerschnitts. Die graue Vorderhorns des cervikalen Riickenmarks. Die graue
Substanz erscheint homogen markiert. Substanz prasentiert sich mit einem dichtem Axongehalt

und zahlreichen Neuronen des Ncl. motorius lateralis und
Ncl. motorius medialis.

. . g 3 5 "
Abb 62. GZ 104-89, Vergr 2x0,08 Abb 63. GZ 104 -89, Ausschnitt
Bielschowsky-Imprégnierung. Ubersicht eines thorakalen Bielschowsky-Impragnierung. Axonaler Verlust in der
Rickenmarkquerschnitts. Axonale Lichtung besonders zentralen grauen Substanz und im Bereich der
der grauen Substanz am Ubergang zur weilen Substanz, Laminae IV und V am Ubergang zur weilen

Verlust zentral gelegener Axone. Substanz.
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Abb 64. GZ 399-82, Vergr. 4x0,13 Abb 65. GZ 304-83, Vergr. 4x0,13
Bielschowsky-Impragnierung. Darstellung des Bielschowsky-Impragnierung. Darstellung des Axonverlustes
Axonverlustes im Areal des Vorderstranges mit im Areal des Hinterstranges mit bandférmiger Betroffenheit
bandférmiger Betroffenheit des subpialen Bereichs. des subpialen Bereichs.

Abb 66. GZ 399-82, Vergr. 2x0,08 Abb 67. GZ 19-80, Vergr. 40x0,75

LFB-PAS Farbung.Darstellung eines cervikalen LFB-PAS-Farbung. Bandférmig demyelinisiert prasentiert
Ruckenmarkquerschnitts. Die subpiale Region erscheint sich der subpiale Bereich eines cervikalen Rickenmark-
bandférmig demyelinisiert und findet gleiche Ent- querschnitts. Auffallend sind zahlreiche Corpora
sprechung wie die Axonpathologie fiir diesen Bereich. amylacea.

Abb 68. GZ 51-00, Vergr. 1,25x0,04 Abb 69. GZ 51-00, Ausschnitt

Bielschowsky — Impragnierung. Darstellung einer Bielschowsky — Impragnierung. Darstellung einer
Ubersichtsaufnahme des cervikalen Riickenmarks auf Ubersichtsaufnahme des cervikalen Rickenmarks auf der
der Hohe von C6 mit auffallender Lichtung der medialen Hohe von C6 mit auffallender axonaler Lichtung der
Anteile der Vorderhorner, sowie der Comissura anterior. medialen Anteile der Vorderhérner, sowie der Comissura

anterior.
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Der Cortikospinaltrakt imponiert durch seine massive, bereits makroskopisch
erkennbare Demyelinisierung, welche durch einen massiven Axonverlust verursacht
wird. Bereits in der HE-Ubersicht I&sst sich eine Entmarkung beobachten, wahrend
die Bielschowsky-Impragnierung die massive axonale Schadigung in ca. 90% der
Falle offenbart. In den meisten Praparaten zeigt sich eine beidseitige Betroffenheit
des Cortikospinaltrakts, wobei sich das Ausmald der Demyelinisierung und die
Quantitat des Axonverlust innerhalb eines Schnittes heterogen und unterschiedlich
prasentieren konnen. Besonders auffallig ist diese Erscheinung fur die cervikalen
Hoéhen des Ruckenmarks, wahrend die thorakalen und lumbalen Ebenen milder
involviert erscheinen. Die Pathologie des Cortikospinaltrakts nimmt nicht nur weite
Bereiche der weillen Substanz ein. Keilformig stellt sich eine auslaufende und
ausbreitende Demyelinisierung auch der angrenzenden grauen Substanz dar. In
einigen Fallen lasst sich gerade in diesen Grenzzonen ein relativer Verlust von
Axonen detektieren. Die beschriebenen Veranderungen sind ein Korrelat chronischer
Prozesse, wobei frische Axonunterbrechungen mittels APP-Darstellung nicht
beobachtbar sind. Die Pathologie des Cortikospinaltrakts der MS Patienten Iasst sich
auf Plaques in Gro3hirn und Hirnstamm zurlckfihren, welche in ihrer Folge eine
Axondissektion und Waller'sche Degeneration bedingen. Davon betroffen sind am
haufigsten die Pyramidenbahn bzw. der Cortikospinaltrakt (Abb. 56). Die strukturellen
Veranderungen des Gehirns haben in dieser Arbeit jedoch keinen Eingang gefunden,
so dass korrelierende Bildgebung und die Pathologie des GroRRhirns einer
anschlielenden histologischen Analyse bedurfen. Die Ursache der Degeneration der
absteigenden Bahnen ist im Gehirn zu suchen, wahrend die Strangdegenerationen
der aufsteigenden Bahnen nicht multiple Sklerose spezifisch sind.

Wahrend der lichtmikroskopischen Untersuchung der grauen Substanz des
Rickenmarks fallt in der SMI-32 Darstellung eine starke Anfarbung der Neurone auf,
welche durch ein unterschiedliches Ausmal} in den einzelnen Praparaten bestimmt
ist. In einigen Fallen ist eine positive Darstellung einzelner neuronaler Zellen moglich,
wahrend andere wiederum unmarkiert bleiben. In der grauen Substanz des spinalen
Marks zeigen sich im Falle SMI-32-positiver Neurone ebenfalls dephosphorylierte
Axone, die entweder um die neuronale Zelle auffindbar sind oder auch die ganze

graue Substanz langstreckig durchziehen (Abb. 63 bis 66).
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Abb 70. GZ 304-83, Vergr. 40x0,75

SMI32 Darstellung. SMI32 markiertes Neuron des
ventralen Vorderhorns mit umliegenden
dephosphorylierten Axonen.

Abb 72. GZ 304-83, Vergr. 10x0,5

SMI32 Darstellung. SMI32-markiertes Neuron des
ventralen Vorderhorns mit dephosphorylierter
Axongruppierung in der Umgebung.

Abb 74. GZ 164-89, Vergr. 40x0,75

SMI32 Darstellung. SMI32 markierte Neurone des
ventralen Vorderhorns. Einige Neurone présentieren
sich SMI32-unmarkiert.
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Abb 71. GZ 104-89, Vergr. 20x0,5

SMI32 Darstellung. SMI32-markierte Neurone des
ventralen Vorderhorns mit vereinzelten
dephosphorylierten Axonen in der Umgebung.

Abb 73. GZ 304-83, Vergr. 20x0,5
SMI32 Darstellung. SMI32--markierte Axone in der
grauen Substanz zum Ubergang der Comissura anterior.
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Abb 75. GZ 304-83, Vergr. 10x0,3

SMI32 Darstellung. SMI32 markierte Neurone des
ventralen Vorderhorns umgeben von vereinzelt
dephosphorylierten Axonen der grauen Substanz.
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Abb 76. GZ 104-89, Vergr. 20x0,5 Abb 77. GZ 836-88, Vergr. 20x0,5
SMI32-Markierung. Darstellung SMI32- positiver SMI32-Markierung. Darstellung SMI32-positiver
Neurone in der grauen Substanz des cervikalen Neurone in der grauen Substanz umrahmt von
Ruckenmarks,vereinzelt auffindbare dephosphorylierte zahlreichen dephosphorylierten Axonen in der grauen
Axone. Substanz eines cervikalen Ruckenmarkquerschnitts.
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Abb 78. GZ 304-83, Vergr. 10x0,5 Abb 79. GZ 304-83, Vergr. 20x0,5
SMI32-Markierung. Darstellung eines lumbalen SMI32-Markierung. Darstellung zahlreicher
Vorderhorns. Zahlreiche positive neuronale Zellen dephosphorylierten Axone im Vorderstrang der weil3en
umgeben von dephosphorylierten Axonen in der Substanz einer cervikalen Riickenmarksebene.
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Abb 80. Kontrollschnitt GZ 262-75, Vergr. 40x0,75
SMI32-Markierung. Darstellung neuronaler Zellen
eines cervikalen Vorderhorns. Das Neuron ist SMI32-
negativ.

Abb 81. Kontrollschnitt GZ 349-75; Vergr. 10x0,3
SMI32 Markierung. Darstellung neuronaler Zellen in
der grauen Substanz eines cervikalen Vorderhorns.
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Die beeindruckende Demyelinisierung der weillen Substanz vieler MS Schnitte ist in
erster Linie auf die Auswahl der zugeschnittenen H6hen wahrend der Sektion
zuruckzufuhren. Es zeigt sich ein relativer Verlust von Axonen. Je nach Alter der
Plaques kann eine reduzierte axonale Dichte festgestellt werden, beeinflusst durch

das Ausmal und die jeweilige Lokalisation der Lasion.

Frische, durch APP markierte axonale Auftreibungen sind nur in wenigen Schnitten
auffindbar und in Randzonen bestehender MS Lasionen zu beobachten. Von einer
axonalen Degeneration scheinen vor allem dunnkalibrige Axonen der grauen und
weillen Substanz betroffen zu sein. Diese weisen ebenso Veranderungen in ihrem
Phosphorylierungsstatus auf. Dephosphorylierte Axone treten vornehmlich vereinzelt
in der normal erscheinenden weillen Substanz oder in einigen Fallen innerhalb

verschiedener Fasertrakte gruppenformig auf (Abb. 79).

Veranderungen im Phosphorylierungsstatus scheinen gehauft in der Grenzzone
zwischen weil’er und grauer Substanz auffindbar (Abb. 73). In diesem Bereich sind
dephosphorylierte, aus der grauen Substanz ziehende Axone zu beobachten.
Dephosphorylierte Axone sind ein Phanomen der grauen Substanz und in
unmittelbarer Umgebung degenerierender Neurone detektierbar. Vornehmlich in der
Randzone chronischer Lasionen der grauen Substanz kdonnen dephosphorylierte
Veranderungen der Axonen auch losgeldst jeglicher Plaquemorphologie disseminiert
in der grauen Substanz des Rickenmarks in Erscheinung treten. Zur Prasentation
des axonalen Phosphorylierungsstatus akuter MS Herde kann keine Aussage

getroffen werden.

Die Dephosphorylierung von Axonen prasentiert sich ohne Nachweis einer
inflammatorischen Reaktion. Dephosphorylierung in Zusammenhang mit frischen

APP positive axonale Unterbrechungen kénnen nicht dargestellt werden.
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4.3. Neurone und die Inflammationsreaktion

FUr die Untersuchung der neuronalen Degeneration im spinalen Rickenmark von
multiple Sklerose Patienten stand hauptsachlich Rickenmarksmaterial von Patienten
mit chronischem Verlauf zur Verfugung. Das Rickenmark zeichnet sich durch
zahlreiche alte, ausgebrannte, chronische Plaques und nur vereinzelt chronisch
aktive Herde aus. Ca. 80% der Falle der Ruckenmarkquerschnitte imponieren durch
eine fehlende oder nur sehr mild ausgepragte Mikrogliareaktion. In ausgebrannten
Lasionen des spinalen Marks lassen sich keinerlei Entzindungszellen nachweisen.
Im Rahmen chronisch aktiver Plaques jedoch zeigen sich CDG68 positive Zellen,
besonders im Randbereich des betroffenen Herdes. Hier scheint das Ausmald des
Entmarkungsprozesses mit der Aktivitat mikroglialer Zellen einherzugehen. Kommt
es nun zu einer massiven Reaktion mikroglialer Prozesse, so betrifft dies nicht nur
die weilde, sondern auch Anteile der grauen Substanz. Die mikrogliale Aktivierung in
der weil’en Substanz scheint die der grauen jedoch zu Ubertreffen. Im Rahmen einer
mikroglialen Aktivierung in der grauen Substanz zeichnen sich diese durch eine
beinahe ubiquitare Darstellung CD68 positiver Zellen aus. In diesen Schnitten
scheinen die Neurone vorerst gegenuber denen anderer MS Falle relativ in ihrer
Anzahl und Morphologie erhalten. Es zeigt sich eine enge Beziehung zwischen
Mikroglia und Neuronen. Mikrogliazellen lassen sich in unmittelbarer Nahe
neuronaler Zellen nachweisen, wahrend jedoch nicht alle Neurone in einer gleichen
Relation zu diesen stehen. Ebenso zeigt sich hierbei eine andersartige Darstellung
innerhalb der unterschiedlichen Querschnittshohen des Ruckenmarks bei ein und
demselben Patienten. Der Prozess der Mikroglia-Neuron-Interaktion scheint somit
regional begrenzt und von supportiven Faktoren des umliegenden Gewebes
abhangig zu sein. In Bereichen und Hohen stattgehabter neuronaler Degeneration,
welche durch einen Neuronverlust gekennzeichnet sind, lassen sich keinerlei
mikrogliale Zellen nachweisen. Auch in Regionen abgelaufener
Demyelinisierungsreaktion sind keine CD68 positiven Zellen detektierbar. Dagegen
zeichnen sich ablaufende Axontranssektionen durch die vereinzelt auffindbaren
mikroglialen Zellen im Bereich der axonalen Unterbrechung aus. Eine raumliche
Assoziation zwischen den beiden Prozessen kann nicht beschrieben werden. In der
Betrachtung der einzelnen Hohen des Rlckenmarks imponieren die cervikalen

Hohen durch eine verhaltnismafig haufigere Beteiligung an einer Mikrogliareaktion. .
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4.4. Gliose

Vergleicht man die Gliose in den Bereichen des spinalen Marks, so ist diese durch
eine weitaus zurlckhaltendere Auspragung in der grauen gegenuber der weil’en
Substanz bestimmt. Die nur sehr milde Auspragung von GFAP-positiven Astrocyten
in der grauen Substanz kann einen eventuellen Hinweis auf den apoptotischen
neuronalen Zelltod geben (Abb. 84).

Die reaktive Gliose in Form von Vermehrung faserbildender Astrocyten ist eine
typische und charakteristische Reaktion auf Entmarkung. Astrocyten reagieren
jedoch auch auf Hypoxie und Cytokinexposition mit der Produktion intracyto-

plasmatischer GFAP-positiver Fasern.
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Abb 82. GZ 390-85, Vergr. 40x0,75
GFAP-Markierung. Darstellung der Astrocyten in der
grauen Substanz des cervikalen Rickenmarks.
Astrocyten verteilen sich um die Neurone des spinalen
Vorderhorns.

Abb 83. GZ 390-85, Vergr. 40x0,75x2
GFAP-Markierung. Darstellung der Astrocyten in der
grauen Substanz des cervikalen Riickenmarks.
Astrocyten verteilen sich um ein Neuron des spinalen
Vorderhorns.

Abb 84. GZ 164-89, Vergr. 20x0,5
GFAP-Markierung. Darstellung der Astrocyten in der
grauen und weifl3en Substanz des cervikalen
Rickenmarks. Die weif3e Substanz imponiert durch
verstarkte Astrocytendarstellung.

Abb 85. GZ 304-83, Vergr. 10x0,3
GFAP-Markierung. Darstellung der Astrocyten der
grauen und weif3en Substanz im cervikalen
Riickenmark. Im Bereich des Hinterstranges zeichnet
sich an der Grenze zwischen den Substanzen ein
Astrocyzenwall ab.

Abb 86. GZ 262-87, Vergr. 20x0,5

GFAP-Markierung. Darstellung der GFAP- Markierung in
der grauen Substanz eines cervikalen Rickenmark-
querschnitts. Eine reaktive Astrogliose innerhalb der
grauen Substanz ist erkennbar.

Abb 87. GZ 262-87, Vergr. 20x0,5

GFAP-Markierung. Darstellung der GFAP-Markierung in
der grauen Substanz eines cervikalen Riickenmark-
querschnitts, reaktive Astrogliose mit deutlicher GFAP-
Markierung in der grauen Substanz.
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Abb 88. GZ 399-82, Vergr. 40x0,75 Abb 89. GZ 399-82, Vergr. 40x0,75

CD68-Markierung. Darstellung der Mikrogliaaktivierung CD68-Markierung. Darstellung der Mikrogliaaktivierung
in der grauen Substanz des cervikalen Riickenmarks. in der grauen Substanz des cervikalen Riickenmarks.
Zahreiche Mikrogliazellen sind um Neurone des Aktivierte mikrogliale Zellen lagern sich um ein Gefaf3
Vorderhorns beobachtbar. des zentralen Graus.

Abb 90. GZ 673-94, Vergr. 40x0,75 Abb 91. GZ 673-94, Vergr. 40x0,75

CD68-Markierung. Darstellung Mikrogliaaktivierung der CD68-Markierung. Darstellung Mikrogliaaktivierung der
grauen Substan des cervikalen Riickenmarks. Mikroglia grauen Substanz im cervikalen Ruckenmark. Mikroglia-
verteilt sich um die Neurone des zentralen Graus. Zellen sind um Motoneurone des Vorderhorns gelegen.

Abb 92. GZ 673-94, Vergr. 40x0,75 Abb 93. GZ 399-82, Vergr. 40x0,75

CD68-Markierung. Darstellung Mikrogliaaktivierung CD68-Markierung. Darstellung der Mikrogliaaktivierung
der grauen Substanz des cervikalen Riickenmarks. in der weil3en Substanz des cervikalen Riickenmarks.
Mikrogliazellen umlagern ein Neuron des Vorder- Mikrogliazellen sind um GeféaRe gelagert.

horns.
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4.5. Gefalie

In der Mikroskopie des Ruckenmarks der multiple Sklerose Patienten fallt die
Darstellung multipler prominenter Gefalle auf. Dies betrifft die graue und die weilde
Substanz. In der Betrachtung der Gesamtheit aller Rickenmarksquerschnitte der MS
Erkrankten lasst sich keine besondere Betroffenheit eines Rickenmarksabschnittes
benennen. Eine Differenzierung zwischen den einzelnen Hohen des Ruckenmarks ist
nicht moglich, auffallig allein ist das haufigere Auftreten von Gefallquerschnitten im
Bereich des cervikalen Ruckenmarks.

Im Vergleich zu Kontrollpatienten zeichnen sich die Gefalte bei MS Erkrankten durch
eine verdickte Gefallwand aus. Eine positive Korrelation zum Alter der Patienten
bzw. zur Dauer und zum Stadium ihrer MS Erkrankung kann nicht gefunden werden.

Besonders intraspinale Venen zeigen verdickte Wande. Dies ist mdglicherweise als
Folge der Entzindungsreaktion aufzufassen. Das Sterbealter allein erklart die
Gefallpathologie nicht.

Es Dbesteht keine eindeutige Verbindung zwischen der beschriebenen
GefalRpathologie und den Mustern der neuronalen Schadigung beziehungsweise
einer Korrelation zur Art der Demyelinisierung. Hierbei darf jedoch betont werden,
dass in Praparaten mit einer verstarkten Gefalizeichnung der grauen Substanz des
Ruckenmarks ebenfalls eine Reduzierung neuronaler Zellen ersichtlich ist sowie
Demyelinisierungsherde der grauen Substanz sich an dem Verlauf von Gefalien

orientieren.
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Abb 94. GZ 399-82, Vergr. 40x0,75

HE-Farbung. Darstellung prominenter Gefa3e in der
grauen Substanz des cervikalen Riickenmarks.
Darstellung um GefaR befindlicher, unterschiedlich
groRBer neuronaler Zellen.

Abb 95. GZ 399-82, Vergr. 40x0,75

HE-Farbung. Darstellung mehrerer prominenter Gefalie
in der grauen Substanz des cervikalen Riickenmarks.
Die GefaBwande erscheinen verdickt.

Abb 96. GZ 399-82, Vergr. 20x0,5

HE-Farbung. Gefal3e in der weiRen Substanz des
cervikalen Ruckenmarks. Die GefaRBwande erscheinen
verdickt, die weil3e Substanz ist von Entmarkung und
Zellverlust betroffen.

Abb 97. GZ 673-94, Vergr. 10x0,3

HE-Farbung. GefalRe in der grauen und weil3en
Substanz des cervikalen Riickenmarks. Die
GefalRwande erscheinen verdickt. Darstellung kleinerer,
in der Nahe von Gefal3en auffindbarer neuronaler Zellen.

Abb 98 . GZ 20-87, Vergr. 20x0,5x2

HE-Farbung. Prominentes Gefaf in der weil3en
Substanz des cervikalen Riickenmarks. Die
GefaRBwande erscheinen verdickt und von Schaumzellen
infiltriert. Entmarkung der weien Substanz.

Abb 99. GZ 362-87, Vergr. 20x0,5

HE-Farbung. Prominente Geféal3e in der grauen
Substanz des cervikalen Riickenmarks. Konglomerat
von Geféal3en mit verdickten Gefallwéanden. Das
angrenzende Gewebe wirkt zellverarmt.
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Abb 100. GZ 19-80, Vergr. 40x0,75

HE-Farbung. Darstellung zahlreicher Gefal3e in der
weilRen Substanz des thorakalen Rickenmarks. Die
Anzahl der GefalRe erscheint vermehrt.

Abb 102. GZ 673-94, Vergr. 10x0,3
Bielschwsky-Imprégnierung. Darstellung mehrerer
prominenter Gefal3e in der weil3en Substanz des
cervikalen Rickenmarks. Die GefaRe scheinen in ihrer
Anzahl vermehrt, das umliegende Gewebe ist von einer
Entmarkung und einem Substanzverlust betroffen.

Abb 104. GZ 673-94, Vergr. 20x0,5
LFB-PAS-Markierung. Darstellung zahlreicher pro-
minenter GeféRe in der grauen Substanz des cer-
vikalen Rickenmarks. Das umliegende Gewebe
weist einen relativen Zellverlust auf.

Abb 101. GZ 104-83, Vergr. 40x0,75

HE-Farbung. Darstellung eines prominenten GeféaRes in
der weiRen Substanz des cervikalen Riickenmarks. Die
GefalRwande erscheinen verdickt. In der grauen Subs-
tanz imponieren bandférmig angeordnete Neurone.

Abb 103. GZ 399-82; Vergr. 40x0,75
Bielschowsky-Impragnierung. Darstellung zweier dick-
wandiger GeféaRe in der grauen Substanz des cervikalen
Riickenmarks. Das umliegende Gewebe erscheint
entmarkt und von einem Axonverlust betroffen.

Abb 105. GZ 104-89, Vergr. 40x0,75
LFB-PAS-Markierung. Darstellung mehrerer prominen-
ter Gefale in der grauen Substanz des cervikalen
Rickenmarks. Die GefaRe erscheinen vermehrt, die
umgebende graue Substanz demyelinisiert.
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4.6. Quantifizierung von Neuronen im Ruckenmark

Ergebnisse fur die Quantifikation von Neuronen im cervikalen Riickenmark

Die Quantifikation neuronaler Zellen des cervikalen Ruckenmarks konnte in 47 Fallen
durchgefuhrt werden. Dieses Kollektiv setzte sich aus 22 multiple Sklerose
Erkrankten und 25 Kontrollpatienten zusammen. Die Gruppe der MS Patienten
besteht aus 16 Frauen und 8 Mannern, wahrend die Gruppe der Kontrollen aus 6
Frauen und 12 Mannern gebildet wird. Das durchschnittliche Alter bei Tod der
Patienten lag fur die MS Erkrankten bei 56,4 und flr die Kontrollen bei 56,7 Jahren.
Die Paraffinschnitte der 22 MS Patienten und der 25 Kontrollfalle werden
entsprechend ihrer Neuroanatomie den Ebenen von C2 bis C8 zugeordnet und
Neuron-quantifiziert. Dies erfolgt wie bereits beschrieben per Auszahlung eingeteilter
Quadranten am Lichtmikroskop. Es besteht die Moglichkeit, dass fur einige der
rekrutierten Falle mehrere Niveaus des cervikalen Ruckenmarks vorhanden und
zuordbar sind, wahrend bei anderen Patienten wiederum nur einzelne Hohen
lokalisierbar erscheinen. Jeder Fall weist in Folge seiner Praparation eine
unterschiedliche Anzahl und Verteilung der histologischen Schnitte auf. Der Ebene
von C1 konnte praparationsbedingt keine Parafinschnitte zugeordnet werden. Fir die
thorakale Hohe des Ruckenmarks liegen nur wenige Schnitte vor, so dass hier auf
eine differenzierte Zuordnung der einzelnen Praparate auf ihrer spezifische Hohe
verzichtet wurde. Die statistische Auswertung der gesammelten Daten erfolgte
mittels SPSS Version 10.0.

FUr das cervikale Rickenmark der MS Patienten zeigt sich im Vergleich zu den
Kontrollfallen ein Verlust von 42,7% der neuronalen Zellen, wahrend das thorakale
Ruckenmark eine Reduktion von 47,3% der Neurone aufweist.

Die grofte Anzahl untersuchter Praparate fur die MS Patienten liegt mit 14 Schnitten
bei C6, wahrend die Kontrollen mit 12 Schnitten bei C7 am haufigsten vertreten sind.
Das Minimum an vorhandenen Schnitten ist mit drei Praparaten bei C2 fir die MS
Erkrankten und mit zwei Gewebeschnitten bei C3 fur das Kontrollkollektiv prasent.
Die grote Dichte neuronaler Zellen imponiert fur die MS Patienten mit
durchschnittlich 23,2 neuronaler Zellen auf dem Niveau von C6. Fir die Kontrollfalle

sind die meisten Neurone mit durchschnittlich 37,1 Zellen bei C8 vorhanden.
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Ebene des Anzahl
cervikalen der Mittelwerte | Standardabweichung | Signifikanz
Ruckenmarks Falle (N)
C2 MS 3 20,1 + 06,2 < 0,01
Kontrollen 4 35,2 +12,6 < 0,01
C3 MS 8 19,5 + 07,8 <0,01
Kontrollen 2 35,5 +12,5 < 0,01
C4 MS 10 18,6 + 07,2 < 0,01
Kontrollen 7 35,5 +12,9 < 0,01
C5 MS 9 20,1 + 05,9 <0,01
Kontrollen 7 36,8 +125 < 0,01
C6 MS 14 23,2 + 08,2 <0,05
Kontrollen 4 35,0 + 13,4 <0,05
C7 MS 7 21,2 + 05,9 < 0,01
Kontrollen 12 35,9 +12,1 <0,01
C8 MS 6 21,0 + 07,0 <0,01
Kontrollen 5 37,1 +12,6 < 0,01
Cervikales Riuckenmark Neuronquantifikation gesamt
MS 22 20,5 + 05,7 < 0,01
Kontrollen 25 35,8 +11,6 <0,01
Thorakales Rickenmark Neuronquantifikation gesamt
MS 11 10,3 + 04,5 <0,05
Kontrollen 9 19,6 + 06,0 <0,05

Tab 4. Die Tabelle stellt die cervikalen Ebenen des Riickenmarks von C2 bis C8 dar und fasst die Ergebnisse der neuronalen
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Quantifikation fur das cervikale und thorakale Rickenmark zusammen. Die Tabelle gliedert sich nach MS und Kontroll-Patienten
und differenziert nach Anzahl der zugehérigen Falle, Mittelwerte der jeweils in dieser Ebene quantifizierten Anzahl der Neurone,

ihrer statistischen Standardabweichung und der ermittelten Signifikanz der Ergebnisse.
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Auswertung der durchschnittlichen Neuronverteilung der cervikalen

Rickenmarksebenen

Mittelwerte fiir die Neuronquantifiakationim cervicalen Riickenmark
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Abb 106. Grafische Darstellung der Mittelwerte der Neuronquantifikation fur die cervikalen Héhen von C2 bis C8 des
Ruckenmarks der untersuchten MS Patienten. Die niedriegste neuronale Dichte der MS Patienten gegentiber den Kontroll-
fallen weist die Hohe von C4 auf. Die cervikale Hohe von C6 des spinalen MS Marks zeigt eine deutliche Reduzierung der
neuronalen Zellanzahl, im Vergleich zu den anderen quantifizierten Ruckenmarksebenen, weist diese Hohe jedoch noch die
dichteste Neuronanzahl auf.

C2-Auswertung der Neuronquantifikation

Der dargestellte Boxplot verdeutlicht die signifikante Differenz der quantifizierten Neurone fur die
cervikale H6he von C2. Die Anzahl der Neurone der MS Patienten erscheint hier, im Gegensatz zu
den neuronalen Zellen der Kontrollen, deutlich vermindert. Wahrend die Querschnitte der MS
Patienten im Durchschnitt 20,1 Zellen pro Ebene aufweisen, zeigt sich bei der Quantifikation der
Kontrollen eine Verteilung von ca. 35,2 Neurone pro Querschnitt. Die neuronalen Zellen der MS

Patienten scheinen in der Hohe von C2 um 42,8% reduziert.

C3-Auswertung der Neuronquantifikation

Auch fir die H6he von C3 ist ein signifikanter Verlust neuronaler Zellen fur die MS Patienten ablesbar.
Diese weisen im Durchschnitt 19,5 Neurone pro Querschnitt auf, wahrend bei den Kontrollfalle fir
diese Hohe durchschnittlich 35,5 Zellen quantifizierbar sind. Die neuronalen Zellen auf der cervikalen

Hoéhe von C3 scheinen um 45,2% bei den MS Patienten reduziert.
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Abb 107. Der Boxplot vergleicht die Anzahl der Abb 108. Der Boxplot vergleicht die Anzahl der
Neurone auf dem Niveau von C2 des cervikalen Neurone auf dem Niveau von C3 des cervikalen
Riickenmarks der MS und der Kontrollgruppe. Die Riickenmarks der MS und der Kontrollgruppe. Die
MS Patienten (n=22) zeigen in dieser Hohe eine MS Patienten (n=22) zeigen in dieser Hohe eine
signifikant verminderte Anzahl neuronaler Zellen. signifikant verminderte Anzahl neuronaler Zellen.
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Abb 110. Der Boxplot vergleicht die Anzahl der
Neurone auf dem Niveau von C5 des cervikalen
Ruckenmarks der MS und der Kontrollgruppe. Die
MS Patienten (n=22) zeigen in dieser Hohe eine
signifikant verminderte Anzahl neuronaler Zellen.

Abb 109. Der Boxplot vergleicht die Anzahl der
Neurone auf dem Niveau von C4 des cervikalen
Ruckenmarks der MS und der Kontrollgruppe. Die MS
Patienten (n=22) zeigen in dieser Hohe eine
signifikant verminderte Anzahl neuronaler Zellen.
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C4-Auswertung der Neuronquantifikation

Betrachtet man den Boxplot flir C4, so weisen auch hier MS Patienten einen signifikanten Verlust von
Neuronen auf. Der Mittelwert von 18,6 Zellen pro Querschnitt dieser Ebene liegt eindeutig unter dem
der Kontrollpatienten von durchschnittlich 35,3 Neuronen. Auffallig fir C4 erscheint die Verteilung der
neuronalen Zellen fiir die Kontrollgruppe. Diese besitzen ein weiteres Spektrum an quantifizierten
Zellen (min. 7,5 Zellen, max. 61 Zellen). Die neuronalen Zellen der cervikalen MS Marks von C4 bei

MS Patienten weisen eine Reduktion von 47,7% auf.

C5-Auswertung der Neuronquantifikation

Der dargestellte Boxplot verdeutlicht den signifikanten Verlust von Neuronen bei MS Patienten fir die
Hohe von C5. Im Durchschnitt lassen sich 20,1 Zellen pro Querschnitt quantifizieren, wahrend fur die
Kontrollpatienten durchschnittlich 36,8 Neurone in dieser Ebene auszahlbar sind. Die Dichte der

neuronalen Zellen fir diese Ebene ist um 45,3% reduziert.

C6-Auswertung der Neuronquantifikation

Fir die Hohe von C6 des cervikalen Rickenmarks lassen sich im Durchschnitt 23,22 fir MS und 35,0
Neurone fir die Kontrollfalle quantifizieren. Auch fiir diese Ebene zeichnet sich ein signifikanter
Verlust neuronaler Zellen der an MS erkrankten Patienten ab. C6 weist im Vergleich zu den anderen
cervikalen Ebenen von C2 bis C8 die héchste Dichte an Neuronen fur die MS-Patienten auf. Die

neuronalen Zellen sind bei den MS Patienten flir diese Ebene um 33,7% vermindert.

C7-Auswertung der Neuronquantifikation

Die Auswertung der Neuronquantifikation fir C7 weist eine signifikante Differenz ausgezahlter
Neurone fir MS Faélle und Kontrollpatienten. Mit durchschnittlichen 21,2 neuronaler Zellen pro
Querschnitt liegen die MS Falle eindeutig unter denen der Kontrollen mit 35,9. Die MS Patienten

wiesen eine Reduktion von 41% der neuronalen Zellen fiir diesen Bereich auf.

C8-Auswertung der Neuronquantifikation

Die Darstellung des Boxplots fir die Ebene von C8 verdeutlicht auch hier die signifikante Abnahme
von Neuronen fir MS Patienten im Vergleich zu ihren Kontrollféllen. Wahrend im Querschnitt von C8
bei MS erkrankten Patienten durchschnittlich 21 Zellen auszahlbar sind, imponierten die Kontrollen mit
37,1 Neurone fur diese Héhe. C8 weist im Vergleich zu den anderen cervikalen H6hen von C2 bis C8
die hochste Dichte neuronaler Zellen fir die Kontrollen auf. Der Verlust neuronaler Zellen betragt fir
die Ebene von C8 bei den MS Patienten 43,5%.

77



Neuronale Degeneration bei spinaler multiple Sklerose

C6

70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00 J
10,00

0,00

T
Kontrollen (n=25) MS (n=22)

Abb 111. Der Boxplot vergleicht die Anzahl der
Neurone auf dem Niveau von C6 des cervikalen
Rickenmarks der MS und der Kontrollgruppe. Die MS
Patienten (n=22) zeigen in dieser Hohe eine signifikant
verminderte Anzahl neuronaler Zellen.
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Abb 112. Der Boxplot vergleicht die Anzahl der
Neurone auf dem Niveau von C7 des cervikalen
Ruckenmarks der MS und der Kontrollgruppe. Die MS
Patienten (n=22) zeigen in dieser Hohe eine signifikant
verminderte Anzahl neuronaler Zellen.
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Abb 113. Der Boxplot vergleicht die Anzahl der Neurone
auf dem Niveau von C8 des cervikalen Riickenmarks der
MS und der Kontrollgruppe. Die MS Patienten (n=22)
zeigen in dieser Hohe eine signifikant verminderte Anzahl

neuronaler Zellen.
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Auswertung der durchschnittlichen Neuronverteilung der thorakalen
Ruckenmarksebene

Da es sich im Vergleich zum cervikalen Rickenmark um weitaus weniger Schnitte fur
MS und Kontrollfalle handelt, soll an dieser Stelle nicht jedes fir sich, sondern eine
zusammenfassende Gegenulberstellung der Ergebnisse der Neuronquantifikation
erfolgen. Insgesamt ist es moglich, 74 Schnitte der MS Falle und 36 Pra-parate der
Kontrollfalle dem thorakalen Ruckenmark zuzuordnen. Die errechnete
durchschnittliche Neuronverteilung liegt bei 10,3 Zellen pro Querschnitt flr die
multiple Sklerose Erkrankten und bei 19,6 Neuronen flr die der Kontrollen.

Es lasst sich ein neuronaler Verlust von 47,3% auf Seiten der MS Patienten

nachweisen.
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Abb 114. Der Boxplot vergleicht die Anzahl der Neurone auf dem Niveau des
thorakalen Ruckenmarks der MS und der Kontrollgruppe. Die MS Patienten (n=22)
zeigen in dieser Hohe eine signifikant verminderte Anzahl neuronaler Zellen.
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5. Diskussion

Das Ziel dieser Studie besteht in der Untersuchung grundlegender Veranderungen
des Rickenmarks von multiple Sklerose Patienten. Bei den 27 MS Patienten im Alter
von 29 bis 78 Jahren ist ein qualitativer und quantitativer Nachweis flr den
substantiellen Verlust von neuronalen Zellen im spinalen Mark darstellbar. Fur das
cervikale Ruckenmark der MS Patienten konnte ein neuronaler Verlust von 42,7%
beobachtet werden, wahrend die thorakale Hohe eine Reduktion von 47,4% der
neuronalen Zellen aufweist.

In der histopathologischen Beobachtung zeichnen sich Veranderungen der grauen
Substanz ab. Neben einer massiven Entmarkung und Atrophie mit Zellverlust in
diesem Bereich beeindruckt die neuronale Pathologie. Neurone des Rickenmarks
stellen  sich  deutlich  vermindert dar und zeichnen sich  durch
Degenerationserscheinungen aus. Besonders betroffen zeigen sich hierbei die
grolen neuronalen Zellen des Vorderhorns, wahrend aber auch fusiforme Neurone
des zentralen Graus, der Laminae Ill, IV und V und Interneurone involviert
erscheinen. Eine Betonung der Neuronpathologie prasentiert das cervikalen
Ruckenmark und die Ebenen von C3, C4 und C5. Die Neurondegeneration zeigt eine
Bevorzugung von Neuronengruppen des Ncl. motorii lateralis, des Ncl. motorii
medialis sowie des Ncl. proprius dorsalis. Der beobachtete Neuronverlust flr das
cervikale und thorakale Rickenmark erfuhr seine statistische Bestatigung.

Die Entmarkung der grauen Substanz zeichnet sich durch unterschiedliche
Demyelinisierungsmuster aus. Uberwiegend prasentiert sich der Grenzzonentyp mit
einem Plaque, der die weilde und graue Substanz des Ruckenmarks involviert. Die
Demyelinisierung der grauen Substanz imponiert durch ihre milde Astrogliose sowie
einer zurickhaltenden Invasion inflammatorischer Zellen.

Das Ruckenmark der MS Patienten erscheint atroph und von einem relativen Zell-
und Axonverlust betroffen.

Eine Korrelation zwischen neuronaler Degeneration und neuronalem Zellverlust kann
bezogen auf den klinische Status der Patienten und Verlauf der MS Erkrankung nicht
gezogen werden, da eine gleichzeitige Untersuchung der anderen Strukturen des
ZNS nicht Gegenstand dieser Arbeit ist. Eine unterschiedliche Betroffenheit der

Geschlechter ist nicht evaluierbar.
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5.1. Neuronale Degeneration und neuronaler Verlust im Rickenmark von MS

Patienten

In der vorliegenden Untersuchung konnte ein substantieller Verlust neuronaler Zellen
im spinalen Mark von 22 MS Patienten beobachtet und statistisch fur die cervikalen
und thorakalen Ebenen verifiziert werden. Fir das lumbale Ruckenmark lag keine
ausreichende Schnittanzahl vor, so dass fur diese Ebene keine statistische

Auswertung vorgenommen werden konnte.

Nachdem bisher der Pathologie der grauen Substanz und der neuronalen
Veranderung nur wenig Aufmerksamkeit gewidmet wurde, findet seit einigen Jahren
zunehmend die Beschreibung neurodegenerativer Veranderungen Erwahnung und
Eingang in die MS Literatur (Ferguson et al. 1997; Trapp et al. 1998; Bitsch et al.
2000; Smith et al. 2000; Peterson et al. 2001). Eine kleine Anzahl von post-mortem
Studien liefern Beweise fur die neuronale Schadigung des cerebralen Cortex, des
Thalamus sowie des spinalen Marks (Cifelli et al. 2002; Evangelou et al. 2005;
Vercellino et al. 2005; Wegner et al. 2006; Gilmore et al. 2008b). Zudem bieten
Untersuchungsergebnisse aus bildgebenden Studien vielseitige Hinweise auf die
Neuronpathologie (Cifelli et al. 2002; Chard et al. 2003; Rovira und Leon 2008;
Petzold et al. 2009; Shipova et al. 2009).

Bisher sind die Mechanismen, welche die Pathologie der Neurone bedingen,
spekulativ, hypothetisch und wenig verstanden. Basierend auf Forschung und
Beobachtung am Tiermodell der EAE, Zellkultursystemen und histopathologischen
Studien am Gehirn, sind der Kenntnisstand und das Verstandnis bezuglich des

Neuronverlustes noch immer unvollkommen.

Im Folgenden sollen die Mechanismen des neuronalen Zelltods dargestellt und
daraufhin Gberprift werden, ob sich im histologischen Schnitt Hinweise daflr finden
lassen und inwieweit sie einen Beitrag zum neuronalen Zellverlust im Ruckenmark

bei spinaler MS leisten.
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Mechanismen des neuronalen Zelltods

Ein Mangel an neurotrophen Faktoren kann zu neurodegenerativen
Veranderungen fihren

Die beschriebene neuronale Degeneration im spinalen Mark von MS Patienten ist
maoglicherweise auf einen Mangel neurotropher Faktoren, wie den Neurotrophinen,
Cytokinen und Wachstumsfaktoren, zurtckzufuhren. Neurotrophine werden von
Neuronen und Immunzellen produziert. Diese dienen dem neuronalen Uberleben und
der Reparation wahrend und nach ZNS Schadigung (Blanco et al. 2006). Die
Neurotrophine, beispielsweise der Nervenwachstumsfaktors ,NGF“ (nerve growth
factor), der aus Gehirngewebe isolierte ,BDNF“ (brain derived neurotrophic factor)
und Neurotrophin 3 und 4/5, sind wichtige Regulatoren des neuronalen Zelltods und
des Uberlebens (Herdegen et al. 1997). Neben ihrer bedeutenden Rolle in der
neuronalen Entwicklung besitzen sie die Fahigkeit, Neurone gegen verschiedene
pathologische Insulte zu beschitzen (Cheng und Mattson 1991; Holtzman et al.
1996). Bei ,Knock out‘-Mausen mit ausgeschalteten Neurotrophin-Genloci zeigt sich
ein Untergang bestimmter Nervenzellpopulationen. Im physiologischen Zustand
werden die klassischen Neurotrophine in den Zielgebieten von Projektionsneuronen
produziert und in Axonen gesunder Neurone retrograd zum Zellsoma transportiert.
Nach Axonunterbrechung und Stérung der Projektionsbahnen besteht fur das
Neuron keine ausreichende Nutrition mehr, so dass in Folge der neuronalen
Minderversorgung ein apoptotischer Zelltod ausgeldst werden kann. Die bei den MS
Patienten beobachtete Degeneration von alpha Motorneuronen und Interneuronen
sowie der bevorzugten Betroffenheit der Nervenzellen bestimmter Neuronengruppen,
wie dem Ncl. motorii lat., Ncl. motorii med. und dem Ncl. proprius dorsalis, kdnnte
moglicherweise auf eine mangelnde Versorgung mit bestimmten Neurotrophinen
zuruckzufuhren sein. Fur das periphere Nervensystem konnte wahrend des
physiologischen Zelltods belegt werden, dass definierte Neuronpopulationen von
neurotrophen Faktoren abhangig sind (Hughes und O'Leary 1996). Des Weiteren
scheinen umgebende Immunzellen eine wichtige Rolle im neurodegenerativen

Prozess und der Neurotrophinhypothese zu spielen.

Hohere Konzentrationen an BDNF, NT3 und anderen Glia-Zell-assoziierten
Neurotrophinen konnte in simultan axotomierten spinalen Neuronen, in T-Zellen,

naturlichen Killer-Zellen des Rickenmarks in der MOG-induzierten EAE detektiert
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werden (Hammarberg et al. 2000). Stadelmann et al. wiesen in MS Lasionen BDNF
positive Immunzellen (T-Zellen, Makrophagen, Mikroglia) und reaktive Astroytose
nach (Stadelmann et al. 2002). Kerschensteiner et al. berichten Uber die gesteigerte
Produktion, bioreaktiven BDNFs nach Antigenstimmulation far T-Helfer (Th1) und
Th2-CD4+Zelllinien,  welche  spezifisch  fiur  Myelinautoantigene  waren
(Kerschensteiner et al. 1999). Die supportive Rolle fiir BDNF auf das Uberleben
sensorischer Neurone konnte in vivo belegt werden. Retinale Ganglienzellen
reagieren mit einer gesteigerten Expression neurotrophischer Rezeptoren, wie dem
TrkB fur den BDNF, um ihrer trophischen Unterversorgung und einem Zelltod zu
entgehen (Meyer-Franke et al. 1998; Shen et al. 1999). Azoulay et al. untersuchten
die Sekretion von BDNF aus Immunzellen bei Patienten mit RRMS. Die BDNF-
Spiegel zeigten sich gegenuber denen der Kontrollpatienten reduziert, mit
resultierendem Mangel neuroprotektiver Effekte und dem Verlust neuronalen
Gewebes (Azoulay et al. 2008).

Makar et al. berichten von dem positiven Effekt einer therapeutischen BDNF
Behandlung fir das Uberleben neuronaler Zellen im Rickenmark und ZNS am
Mausmodell der EAE. Neben der verminderten Anzahl infiltrierender
inflammatorischer Zellen wiesen die Neurone ebenfalls eine reduzierte Apoptoserate
auf (Makar et al. 2008).

Die vermehrte Freisetzung exitatorischer Aminosauren kann eine neuronale
Degeneration bedingen

Ein weiterer Erklarungsansatz fur die beobachtete neuronale Degeneration bei der
multiplen Sklerose besteht in der vermehrten Freisetzung exitatorischer Aminosauren
und Calciumuberladung von geschadigten Neuronen. Glutamat und Aspartat sind die
wesentlichen erregenden Neurotransmitter des ZNS. Diese koénnen von
geschadigten Zellen in groReren Mengen freigesetzt werden und dadurch sekundare
autodigestive, nervenzellschadigende Kaskaden in Gang setzen. Bisher sind die
Glutamatrezeptoren Uber ihre pharmakologischen Agonisten definiert, dem alpha-
Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolproprionsaure  (AMPA), dem N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA) sowie dem Kainat. Neuere Studien am Modell der EAE haben die
Glutamat-Exzitotoxizitat als einen madglichen Faktor identifiziert, welcher die
Schadigung von Neuronen, Axonen und Oligodendrocyten bedingt (Pitt et al. 2000;

Smith et al. 2000) und durch den gesteigerten Einfluss von Calcium Uber
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spannungsabhangige Calciumkanale eine neuronale und axonale Schadigung
hervorruft (Kornek et al. 2000; Kornek et al. 2001). Die Exzitotoxizitat des Glutamats
besteht in der Aktivierung der postsynaptischen Rezeptoren einschliel3lich des
NMDA-, des AMPA- sowie des Kainat-Rezeptors. Die geodffneten lonenkanale
ermdglichen den Einstrom von Ca®'- und Na*-lonen. Obwohl eine physiologische
Erhohung des intrazellularen Calciums kaum funktionelle Einschrankungen mit sich
bringt, fiihrt der exzessive Einstrom von Ca®* zusammen mit der Ca®*-Ausschiittung
intrazellularer Kompartimente zu Unterbrechung von Regulationsmechanismen und
bedingt den neuronalen Zelltod (Arundine und Tymianski 2003). Erhohte
Glutamatkonzentrationen konnten in akuten MS Lasionen, aktivierten Immunzellen
(Matute et al. 2001), Axonen (Lassmann 2003b) und Astrocyten nachgewiesen
werden (Ye et al. 2003).

Akute und chronische neuronale Degeneration wird vermittelt und bedingt
durch exzitatorisch wirkendes Glutamat

Glutamat-Exzitotoxizitat ist ein Schlisselphanomen in zahlreichen akuten und
chronischen neurodegenerativen Konditionen (Lipton und Rosenberg 1994). Eine
gesteigerte Glutamatkonzentration konnte in Gebieten der Neuroinflammation
beobachtet werden (Trapp und Stys 2009) und in Verbindung mit einer
Uberstimulierung metabotrophischer und ionischer Rezeptoren gebracht werden,
resultierend in Ca®*-Akkumulation und Zelltod. Auch Immunzellen sind befahigt,
grolkere Mengen an Glutamat zu sezernieren (Matute et al. 2001). Unter hypoxischen
und ischamischen Umstanden sind selbst Axone via verschiedener Na*-abhangiger
Glutamat-Transporter im Stande Glutamat auszustof3en (Lassmann 2003b). Die
axonale Glutamatfreisetzung scheint eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der
Demyelinisierung einzunehmen (Trapp und Stys 2009), bestarkt durch den Nachweis
Ca**-abhangiger NMDA Rezeptoren auf Oligodendrocyten (Salter und Fern 2005).
Astrocyten entsenden Glutamat durch Exozytose oder Uber Hemikanale (Ye et al.
2003; Parpura et al. 2004).

In MRT Untersuchungen kann eine gesteigerte Glutamatkonzentration in akuten MS
Lasionen und der normal erscheinenden weillen Substanz beobachtet werden
(Srinivasan et al. 2006).

84



Neuronale Degeneration bei spinaler multiple Sklerose

Die neuronale Stérung und Schadigung scheint demnach auch auf die
Dyshomoestase von lonen zuruckfihrbar zu sein und kann als ein mdogliches
Resultat einer lonenkanalfehlregulation verstanden zu werden (Nicot et al. 2003).
Untersuchungen lumbosakraler Ebenen des Rickenmarks bei der EAE konnten
belegen, dass die Plasmamembran Ca?*ATPase (PMCA2) ausschlieBlich in der
grauen Substanz exprimiert wird. Sie ist fur die intrazellulare Calciumhomoestase
und der Ausschleusung von Calcium verantwortlich. Eine dramatische Verminderung
der Ca?*ATPase zeigt sich koinzident mit dem Einsetzten klinischer Symptome (Nicot
et al. 2003). Glutamat supprimiert die neuronale PMCAZ2-Expression und induziert
hiermit ein Ungleichgewicht im neuronalen Calciumhaushalt, in dessen Folge
neuronale Dysfunktion und Degeneration resultieren (Nicot et al. 2003). Die durch
den Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration vermittelte zellulare
Dysfunktion mit Schadigung und Zelltod von Neuronen konnte in vielzahligen ZNS
Krankheiten, besonders der neurodegenerativen Erkrankungen, wie der
Alzheimererkrankung (AD) und dem Morbus Parkinson (PD) in Verbindung gebracht
werden (Paschen und Frandsen 2001; Wojda et al. 2008).

Die vermehrte Entstehung von oxidativen Stress und freien Radikalen kann
eine neuronale Degeneration bedingen

Die beobachtete Degeneration spinaler Neurone kann auch als Resultat der
Entstehung freier Radikale und dem Auftreten von oxidativen Stress angesehen
werden. Oxidative Schadigung und Exzitotoxizitat mit ihrer gemeinsamen toxischen
Endstrecke stehen in vielfachen Zusammenhang neurodegenerativer Erkrankungen
und dem Verlust von Neuronen und Axonen (Lin und Beal 2006; Gonsette 2008).
Metabolische und nutritive Stérungen bringen das Neuron in einen labilen Zustand,
mit gestorter Elimination freier Radikale und resultierender Schadigung der
Zellmembran durch enzymatische oder peroxidative Hydrolyse. Oxidativer Stress
kann zudem kritische zellulare Funktionen modulieren, das Apoptoseprogramm in
Neuronen, Astrocyten und der Mikroglia aktivieren, und regulativ in den
lonentransport und die Calciummobilisierung eingreifen (DiMauro und Schon 2003;
Emerit et al. 2004). Das durch oxidativen Stress bedingte Offnen
spannungsabhangiger Calciumkanale mit verbundenem Einstrom von Ca?*-lonen in
das Zellinnere fihrt zu einer Aktivierung Calcium-abhangiger, autodestruktiver

Kaskaden (Mahad et al. 2008). Eine besondere Rolle als Schlisselmediator des
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oxidativen Stresses scheint das Peroxinitrit zu spielen. Peroxonitrit weist eine
Assoziation zu aktiven Lasionen auf und produziert hoch toxische, nitrierende und
oxidierende Radikale, welche Lipid, DNA und mitochondriale Strukturen schadigt und
in ihrer Funktion stért (Gonsette 2008). Die neuronale Degeneration und der
schliel3liche Neuronverlust der untersuchten RUckenmarkspraparate kann als
Ausdruck dieser oxidativen Schadigung verstanden werden und sind bestimmt durch
dessen zeitlichen Verlauf und Progredienz.

Es besteht jedoch auch die Madglichkeit, dass die neuronale Schadigung selbst
oxidativen Stress auslost und dieser als sekundare Manifestation interpretierbar ist
(Sayre et al. 2008).

Neuronale Degeneration aufgrund mitochondrialer Dysfunktion

Mitochondriale Dysfunktion wird als mdglicher Faktor der sekundar induzierten
neuronalen Degeneration angesehen (De Stefano et al. 2003; Stys 2005; Dutta et al.
2006; Mahad et al. 2008). In einer Vielzahl von Studien wurde die pathogenetische
Rolle der Mitochondrien fur die axonale Degeneration bereits herausgearbeitet (Lu et
al. 2000; Dutta et al. 2006; Mahad et al. 2008). Veranderungen in mitochondrialen
Genen konnten in MS Lasionen der grauen Substanz bei Patienten mit
langandauernder multipler Sklerose nachgewiesen werden (Dutta et al. 2006), wobei
es ebenfalls Hinweise fur die Schadigung mitochondrialer DNA in chronischen
Plaques gibt (Lu et al. 2000). Eine erhdhte Kopie mitochondrialer DNA st in
Neuronen normal erscheinender grauer Substanz bei MS Patienten identifizierbar
(Blokhin et al. 2008b). Die Schadigung mitochondrialen Erbgutes in Neuronen, Glia
der weil’en Substanz, normal erscheinender weiller und grauer Substanz ahnelt der,
die bereits fur die Parkinson- und Alzheimererkrankung beschrieben worden ist
(Blokhin et al. 2008a).

Komponenten des inflammatorischen Milieus als potentielle Mediatoren der
neuronalen Schadigung

Der beobachtete Neuronverlust kann ebenfalls Resultat einer direkten Schadigung
durch inflammatorische Zellen sein. In der Histopathologie zeichnet sich die graue
Substanz zwar durch eine milde Mikrogliareaktion aus, dennoch kdnnen mikrogliale

Zellen in unmittelbarer Umgebung von Neuronen und auch in Gefallen der grauen
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Substanz beobachtet werden. Die schadigende Potenz dieser Zelle ist fur die
Alzheimer’sche Demenz belegt (McGeer et al. 1988).

In der Literatur finden sich vielseitige Hinweise flr eine Lymphozyten vermittelte
Neurotoxizitat (Medana et al. 2000; Bien et al. 2002; Nitsch et al. 2004).
Dysfunktionierende Neurone kdnnen durch die vermehrte Expression von MHCI-
Molekilen und des Betaz-Mikroglobulins selbst zum Target fur die Aktivierung
zytotoxischer T-Zellen werden (Neumann et al. 1997). In der Ultrastruktur von
Motoneuronen des spinalen Ruckenmarks immunisierter MBP-Ratten ist es
gelungen, das direkte Attackieren autoreaktiver Lymphozyten nachzuweisen und als
mdgliche Induktoren eines apoptotischen neuronalen Zelltod zu benennen (Smith et
al. 2000). Zum klinischen Peak der MS Erkrankung lie3 sich der Tod ventraler
neuronaler Zellen mit assoziierter Lymphozyteninfiltration, der Entwicklung
neuronaler mit zellularen Debris geflllten Vakuolen und einer abnehmenden
Neurondichte bis zu 30% in diesem Gebiet beobachten (Smith et al. 2000).
Gegenwartig stehen vielfaltige neuronale Antikorper in der Diskussion zur Induktion
einer neuronalen Schadigung bei der MS Erkrankung (Kurtzke et al. 1972; Silber et
al. 2002; Lily et al. 2004). Zwei Studien haben den Nachweis von T-Zeller erbracht,
welche sich in ihrer Aktivitat gegen neuronale Antigene, wie der Neuronen
spezifischen Enolase ,Arrestin“ (Forooghian et al. 2007) und den Gangliosiden
(Pender et al. 2003) richten. Huizinga et al. berichten von Antikdrpern, welche gegen
axonales/neuronales leichtes Neurofilament (NF-L) gerichtet sind und unter der
Vermutung stehen, Neurone direkt zu attackieren und zu schadigen (Huizinga et al.
2008). Die Detektierung der gegen NF-L-gerichteten T-Zellen gelang wenig spater
(Huizinga et al. 2009). Diese Hypothese unterstitzend kann im Serum von MS
Patienten das Neurofascin 186 nachgewiesen werden, ein neuronales Protein,
welches im axonalen Internodium exprimiert und wahrend der Demyelinisierung
freigesetzt wird (Mathey et al. 2007). Die beobachte neuronale Degeneration und der
Verlust neuronaler Zellen sind mdglicherweise auch als Folge kollateraler
Schadigung durch Cytokine (Downen et al. 1999) und Chemokine (Sui et al. 2004) zu
verstehen. Die kritische Rolle der Cytokine konnte bereits als wichtiger Bestandteil in
der Pathogenese der axonalen Degeneration nachgewiesen werden (Bjartmar et al.
2003). Diese besteht in der Stérung des neuro-axonalen Erregungsablaufs und
Aktivitat durch die Modulation axonaler und neuronaler lonenkannale (Diem et al.

2001). Ein durch IL-1beta, INF-gamma und TNF-alpha vermittelter neuronaler Zelltod
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wurde in Neuron-Astrocyten Kulturen bestatigt (Downen et al. 1999). Die Toxizitat
des TNFalphas und der Tod dopaminerger Neurone ist bereits bei der Erkrankung
des M. Parkinsons belegt (McGuire et al. 2001).

5.2. Demyelinisierung der grauen Substanz des Rickenmarks

Die Untersuchungsergebnisse der vorliegenden Arbeit beschreiben eine massive
Demyelinisierung der grauen Substanz des Rickenmarks mit regionaler Variabilitat,
wobei die Entmarkung der cervikalen Ebenen am ausgepragtesten in Erscheinung
tritt. Unterschiedliche Muster der demyelinisierten Herde konnten klassifiziert werden.
Es dominiert der Grenzzonentyp, bei dem der demyelinisierte Herd zwischen der
grauen und weillen Substanz liegt und beide Substanzen gleichermalen involviert.
Die Lasionen der grauen Substanz des Ruckenmarks sind charakterisiert durch eine
weniger extensive Inflammation und einer mild ausgepragten Gliose. Die
Demyelinisierung der grauen Substanz des Rickenmarks kann (Teil-)Folge des
Verlustes von Nervenzellen sein, da mit dem Neuron das myelinisierte Axon
zusammenbricht und die Zahl der Verschaltungen abnimmt.

Bisher wurde bei der MS der grauen Substanz nur wenig Aufmerksamkeit geschenkt
und die Bedeutung der neuronalen Degeneration unterschatzt. Jungere Studien
weisen auf eine starke Demyelinisierung cortikaler Strukturen (Brownell und Hughes
1962; Kidd et al. 1999; Peterson et al. 2001; Bg et al. 2003; Geurts et al. 2005;
Kutzelnigg et al. 2005) sowie tiefer neuronaler Kerngebiete hin (Brownell und Hughes
1962; Cifelli et al. 2002; Bg et al. 2003; Stadelmann et al. 2008b). Es wird ein
gehauftes Auftreten cortikaler demyelinisierter Lasionen beobachtet (Stadelmann et
al. 2008b).

Die Demyelinisierung der grauen Substanz des Ruckenmarks ist deutlicher
ausgepragt als vergleichsweise die des cerebralen Cortex und die der tiefen
Kerngebiete (Gilmore et al. 2008a). Zudem bestehen Unterschiede zwischen der
weillen und der grauen Substanz im Ausmal® der Entmarkung. Die Proportion der
Demyelinisierung der grauen Substanz zeigt sich mit 33% gegenuber der der weilen
mit ca. 20% signifikant starker ausgepragt (Gilmore et al. 2006) und entspricht der
beschriebenen Entmarkung der vorliegenden Arbeit. Unterschiede und eine starkere
Entmarkung der grauen Substanz sind signifikant fir den motorischen Cortex, das
Cerebellum und fur das Ruckenmark (Gilmore et al. 2008a). Die Demyelinisierung

der grauen Substanz ist in allen Ebenen des spinalen Marks auffindbar und auch von
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Gilmore et al. (2006) beschrieben. Nur fir die Entmarkung der weilen Substanz

scheint das cervikale Ruckenmark pradestiniert.

Unterschiedliche Demyelinisierungsmuster der grauen und weifl3en Substanz
des Ruckenmarks

In der vorliegen Untersuchung konnten verschiedene Demyelinisierungsmuster fur
die graue Substanz des Riuckenmarks beschrieben werden. Das Uberwiegendende
Auftreten des Typs |, des Grenzzonentyps mit Vorkommen eines demyelinisierten
Bereiches am Ubergang zur weiRen Substanz, dominiert den Typ Il mit dem
Vorkommen multipler kleinerer demyelinisierter Herde der grauen Substanz in
unmittelbare Nahe zu Gefallen sowie den Typ Il mit einem einzigen entmarkten
Plaque in der grauen Substanz. Demgegenuber stehen die Demyelinisierungsmuster
der weillen Substanz. Hierbei prasentiert sich der ,zentrale Typ“ mit
Entmarkungsherden grenziberschreitend im Bereich der grauen und weilen
Substanz als am haufigsten vertreten, gefolgt vom ,Strangtyp® mit an anatomischen
Strukturen orientierter Strangentmarkung und dem ,peripheren Typ“, der
bandférmigen subpialen Entmarkung der weilen Substanz. Zusammenfassend
orientierend an der Quantitdt der einzelnen Demyelinisierungsmuster sind die
meisten der Herde der untersuchten MS Ruckenmarksquerschnitte solche, die
grenzuberschreitend zwischen der weilen und grauen Substanz auffindbar sind,
gefolgt von der subpialen Lasion und dem zentral entmarkten Plaque in der grauen
Substanz. Diese Schadigungsmuster kdnnen ebenfalls simultan auftreten.

FUr den Cortex sind derzeitig drei Haupttypen demyelinisierter Herde beschrieben:
34% der Lasionen befinden sich leukocortikal, 16% intracortikal und 50% subpial
(Peterson et al. 2001). Bg et al. (2003) beschreiben 84,4% der von ihnen
untersuchten MS Herde als intracortikal, 15,6% die weiRe und graue Substanz
betreffend. Wegner konstatiert in seinen Untersuchungen an post mortem Gehirnen
44% subpialer Herde Typ Ill, 38% leukocortikale Herde Typ | und die ca. 18%igen
vorkommenden intracortikalen Lasionen. In den Typ | Lasionen ist ein substantieller
Zellverlust von Glia, Neuronen und Synapsen zu beobachten, wahrend gesunde
Gewebeabschnitte sich unverandert zeigen (Wegner et al. 2006).

Aus Demyelinisierungsmodellen ist bekannt, dass alle klassifizierten Typen auch
simultan auftreten kénnen, ein Phanomen, welches bereits im frGhen Stadium der

Erkrankung zu bestehen scheint (Pomeroy et al. 2005; Merkler et al. 2006).
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Die Lokalisation cortikaler Lasionen wurde dem Verlauf des vendsen Systems
zugeschrieben, basierend auf  Untersuchungsergebnissen bildgebender
Korrelationsstudien (Kidd et al. 1999). Fur den cerebralen Cortex hat sich der
subpiale als der haufigste Lasionstyp herauskristallisiert, gefolgt von leukocortikalen
und nur wenigen intracortikalen Herden (Bg et al. 2003; Wegner et al. 2006).
Subcortikale Lasionen zeichnen sich im Vergleich zu den beiden anderen
Herdformen durch eine verstarkte Inflammationsreaktion und deutlich ausgepragtere
reaktive Gliose aus (Peterson et al. 2001; Bg et al. 2003).

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse und die Beschreibungen gegenwartiger
Studien verdeutlichen die Heterogenitat der MS Erkrankung und unterstreichen
zugleich die regionalen Variationen der Demyelinisierungsreaktion, zum einen
moglicherweise bedingt durch topologische und trophologische Unterschiede, zum
anderen zurlckzufuhren auf Unterschiede gegenliber dem Zugang des
Immunsystems und der Beteiligung der Inflammationsreaktion. In der dargebotenen
Untersuchung lasst sich keine detaillierte Charakterisierung der einzelnen
Inflammationszustande der Demyelinisierungstypen vornehmen. Die Entmarkungs-
herde der grauen und wei3en Substanz zeichnen sich durch eine sehr milde oder
keine Entziindungsreaktion aus und sind durch die Chronizitdt der MS Erkrankung
und den ausgebrannten Charakter der MS Lasionen charakterisiert; es handelt sich
um eine histologische Untersuchung von Autopsiematerial.

Eine Erklarung fur die Unterschiede in der Demyelinisierung der grauen und weil3en
Substanz lasst sich moglicherweise auf Differenzen der Antigenprasenz und
Ausstattung der beiden Substanzen zurlckfuhren oder auch in der unterschiedlichen
Gegenwart individueller antiinflammatorischer Faktoren begrindet sein.

Zudem besteht die Hypothese, dass eine Entmarkung durch myelintoxische
Mediatoren des Liquors bedingt ist. In der grauen Substanz des Cortex drainiert der
Liquor entlang des perivascularen Raumes, wohingegen dar Liquor der weilen
Substanz auch durch den Extrazellularraum zwischen den Nervenfasern fliet und
bevorzugt in die Ventrikel ableitet (Weller et al. 1992; Gilmore et al. 2008a).

Einen weiteren Hinweis flr die regionalen Unterschiede der Einbeziehung der grauen
Substanz zwischen anderen Bestandteilen des ZNS und dem Ruckenmark haben
Tierstudien belegen kdonnen. Nach dem Injizieren proinflammatorischer Cytokine,

zeigen sich besonders in der grauen Substanz des spinalen Marks eine betonte
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Leukozyten-Infiltration und ein deutlicher Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke
(Schnell et al. 1999; Gilmore et al. 2008a).

Welche Bedeutung hat das Phanomen der Demyelinisierung fir die
Neuronpathologie bei der multiplen Sklerose?

Die beschriebene Neuronpathologie ist moglicherweise Konsequenz der
Demyelinisierung der grauen Substanz des spinalen Marks. Da die Axonschadigung
ebenfalls Folge einer Entmarkung sein kann, ist es schwierig, diese zwei
Pathomechanismen und ihren Einfluss auf die Induktion spinaler neuronaler
Degeneration und Apoptose voneinander getrennt zu beurteilen.

Die Transsektion eines demyelinisierten Opticusnerven bei MBP-losen Ratten zeigte
keinen Einfluss auf die Uberlebensrate retinaler Ganglienzellen (Phokeo und Ball
2000). Hingegen berichten eine zunehmende Anzahl von Studien Uber den
neuronalen Zellverlust in demyelinisierten MS Herden, innerhalb cortikaler Plaques
(Peterson et al. 2001; Vercellino et al. 2005; Wegner et al. 2006) und der grauen
Substanz des Ruckenmarks (Gilmore et al. 2008). Du und Dreyfus fuhren neuronale
Schadigung und die Deprivation der Neurone auf die statthabende Demyelinisierung
zurtck (Du und Dreyfus 2002). Pirko wies in Neuronen demyelinisierte Herde der
grauen Substanz des Cortex Zeichen der retrograden Schadigung mit zentraler
Chromatolyse nach (Pirko et al. 2007).

Die Schadigung der grauen Substanz kann als sekundare Folge von Lasionen der
weillen Substanz verstanden werden, welche durch Axonschadigung und
Waller’sche Degeneration gepragt sind (Simon et al. 2000; Cifelli et al. 2002; Bermel
et al. 2003) und letztendlich den beschriebenen Neuronverlust verantworten.
Inflammatorische Demyelinisierung und neuronale Degeneration kdnnen jedoch auch
als zwei voneinander dissoziiert ablaufende Phanomene angesehen werden
(Kutzelnigg et al. 2005).
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Verhaltnis zwischen Dauer der Erkrankung und Ausmald der Lasion der grauen
Substanz

Da sich die untersuchten Herde der MS Patienten durch ihre Chronizitat und ihren
ausgebrannten Charakter auszeichneten, stellt sich hier die Frage nach dem Einfluss
der Dauer der Erkrankung und dem Ausmaly der Demyelinisierung der grauen
Substanz. Es besteht der subjektive Eindruck, dass mit Dauer der MS Erkrankung
auch die Entmarkung der grauen Substanz zunimmt. Bisher konnte hierfur keine
Korrelation belegt werden (Kutzelnigg et al. 2005; Gilmore et al. 2006). Bildgebende
Studien mit der Untersuchung des Cortex liefern Hinweise fur die friihe Betroffenheit
der grauen Substanz. Atrophische Veranderungen des Cortex sind bereits in jungen
Stadien der MS Erkrankung zu beobachten (Chard et al. 2002; De Stefano et al.
2003; Dalton et al. 2004; Tiberio et al. 2005) und ein unabhangiges Ereignis von der
Pathologie der weilden Substanz oder der eines MS Schubes. Tsunoda et al. gehen
sogar davon aus, dass die inflammatorische Demyelinisierung der weillen Substanz
maoglicher Weise von den frihen Veranderungen der grauen Substanz getriggert wird
(Tsunoda et al. 2003).

Bei MS Patienten mit chronischen Verlauf ist die graue Substanz des Cortex im
Durchschnitt 15% bis 25% demyelinisiert (Bo et al. 2003; Kutzelnigg et al. 2005;
Albert et al. 2007). Aber auch von Patienten mit einem demyelinisierten Cortex bis zu
70% wird berichtet (B0 et al. 2003; Kutzelnigg et al. 2005; Stadelmann et al. 2008b).
Eine extensive cortikale Demyelinisierung kann bei 90% der Patienten mit langem
Krankheitsverlauf beschrieben werden (Albert et al. 2007).

Es Dbesteht die Frage, ob die Demyelinisierungsmuster verschiedenen
Krankheitsphasen zugeordnet werden kdnnen, sich gegenseitig bedingen oder einen
zeitlichen Verlauf aufweisen. Aus post-mortem Studien ist bekannt, dass MS Plaques
unterschiedliche Stadien durchlaufen. Zudem scheint das Alter der Patienten, nicht
aber der Verlauf der Erkrankung einen Einfluss auf die Demyelinisierung zu haben
(Gilmore et al. 2006). Junge Patienten mit Erstdiagnose einer MS weisen gegenuber
alteren Betroffenen einen aggressiveren Krankheitsverlauf auf und zeigen frihzeitig
eine gesteigerte Anzahl von Lasionen der weil3en Substanz im MRT (Tedeschi et al.
2005). Das ,lesion-load” der grauen Substanz kann einer kurzen Phase ein Plateau
erreichen, ohne von der Dauer der Erkrankung beeinflusst zu werden (Gilmore et al.
2006). Eine longitudinale Studie aus der Bildgebung hingegen berichtet von einem

stetigen Zuwachs der Lasionsgrof3e im Gehirn (Chard et al. 2003).
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Die Frage nach der Remyelinisierung spinaler Lasionen der grauen Substanz
Neben der beeindruckenden Demyelinisierung der grauen Substanz stellt sich
ebenso die Frage nach Reversibilitat und Remyelinisierung der entmarkten grauen
Substanz. In der vorliegenden Untersuchung findet sich kein Nachweis einer
Remyelinisierung, weder fir die weiRe noch die graue Substanz. Bisher ist das
Phanomen der Remyelinisierung fur die Plaques der weillen Substanz beschrieben
und als ein sehr fruhes Ereignis in der MS Pathogenese deklariert worden (Bruck et
al. 2003). Derzeitig bestehen zunehmend Hinweise fur eine stattfindenden
Myelinerneuerung auch in der grauen Substanz (Albert et al. 2007; Stadelmann und
Brick 2008a). Albert et al. konnten in einer histopathologischen post-mortem Studie
von 33 chronisch multiple Sklerose Patienten belegen, dass 72% der kortikalen
Lasionen remyelinisiert erscheinen und 18% von diesen sich durch eine extensive
Remyelinisierung auszeichnen. Das Ausmal} remyelinisierender Veranderungen
zeigt sich gegenlber Plaques der weilden Substanz in cortikalen Herden sogar als
ein verstarkt ausgepragtes Phanomen. Die Remyelinisierung weist in und unter den
MS Patienten eine beeindruckende Heterogenitat auf, wobei die Grunde hierflr noch
unklar sind und nicht ausschlie3lich auf die Abwesenheit von Oligodendrocyten und
Oligodendroyten-Precursorzellen zurtckzufihren sind (Stadelmann und Brick
2008a). Die massive Demyelinisierung der grauen Substanz der vorliegenden
spinalen Ruckenmarksquerschnitte kann ebenso interpretiert werden als ein
ausgepragtes Ereignis, dessen Irreversibilitat in der Progressivitdt des
Myelinverlustes und des fortschreitenden Krankheitsverlaufs Begriindung findet und
nicht zuletzt moglicherweise auf den Untergang von neuronaler Zellen und dem
Verlust ihrer supportiven Modulation zurickzufihren ist.

Wendet sich die regenerative Kapazitat des geschadigten Gewebes in Richtung

Degeneration, ist der Untergang der nervalen Bestandteile gewiss.
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5.3. Die Axonpathologie und die neuronale Degeneration

Die Pathologie der Axone kann die Pathologie und Pathogenese der
neuronalen Degeneration bestimmen

Die graue Substanz des spinalen Marks zeichnete sich durch den Verlust
kleinkalibriger Axone aus und steht in enger Verbindung zur beobachten neuronalen
Degeneration und dem Verlust neuronaler Zellen, wobei besonders die grof3en

Motoneurone, aber auch die kleinere Interneurone betroffen sind.

Der beschriebene Zellverlust spinaler Neurone bei MS kann als sekundare
Folge der Axonpathologie verstanden werden

Axonauftreibungen und axonale Unterbrechungen, Veranderungen des Cytoskeletts
und Stérungen im axonalen Transportablauf kdnnen wahrend der akuten Phase der
MS (Ferguson et al. 1997; Trapp et al. 1998) und im Modell der EAE beobachtet
werden (Kornek et al. 2000; Meyer et al. 2001). Diese sind in der Lage, einen
sekundaren apoptotischen Zelltod der Neurone zu induzieren. In verschiedenen
Tiermodellen lasst sich eine retrograde neuronale Apoptose infolge chirurgischer
Axotomie oder ,crush-injuy des Axons“ belegen (Diem et al. 2001; Ugolini et al.
2003). Vergleicht man die Entwicklung der axonalen Schadigung des Nervus opticus
(ON) mit der =zeitlichen Kinetik und der Quantitat der Apoptose retinaler
Ganglienzellen in der MOG-induzierten EAE, so besteht ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen degenerierenden Axonen und der folgenden Apoptose
des zugehdrigen Neurons (Hobom et al. 2004). Zudem scheint, bewiesen an Studien
retinaler Ganglienzellen, die funktionelle Integritat fiir das neuronale Uberleben eine
bedeutende Rolle zu spielen (Meyer-Franke et al. 1998). Ein Verlust von neuronalen
Projektionsbahnen kann den Untergang neuronaler Zellen bewirken (Théoret et al.
1997). Hierin lasst sich ebenfalls eine Erklarung flr die beobachtete Betroffenheit

neuronaler Subpopulationen finden.

Die Rolle der Axotomie fiir das neuronale Uberleben

Die untersuchten spinalen Gewebeschnitte der MS Patienten beeindrucken durch
starken Axonverlust, gelegentliche axonale Auftreibungen und Myelindebris. Einige
Axone zeichnen sich durch ihren Myelinverlust und Nacktheit aus, andere durch ihre

axonalen Unterbrechungen.
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Im peripheren Nervensystem verursacht die Axotomie eine Degeneration von
Motoneuronen, wobei die Mehrzahl der Neurone im Stande ist, diese zu Uberstehen
(Zhou et al. 2009). Tierexperimentelle Studien haben eine de novo Expression
neuronaler Stickstoffoxid-Synthethase (nNOS) in Motoneuronen demonstriert,
welche in enger Verbindung zur Induktion motoneuronaler Degeneration steht (Wu
1996; Liu und Martin 2001; Martin et al. 2005) und pradiktiv fur den neuronalen
Zelltod zu sein scheint (Zhou et al. 2009). Nach Axonabriss kommt es innerhalb von
ca. vier Wochen zu einem Neuronverlust. Die Untersuchung der nNOS-Expression
nach axonaler Transsektion zeigt einen zeitlichen Verlauf, der nacheinander die
verschiedenen Gruppen ventralen Vorderhornneurone betrifft (Wu 1993). Der Verlust
der Motoneurone trat ca. 14 Tage spater auf und folgte der gleichen Reihenfolge der
betroffenen  neuronalen  Subpopulationen  (Wu  1993). Auch andere
Veroffentlichungen gehen von einer durch Axotomie induzierten neuronalen
Apoptose aus (Martin et al. 2005; Young et al. 2008; Zhou et al. 2009). Kirzlich
erschienene Studien postulieren verschiedene intrazellulare Molekule in den
Motoneuronen, welche unverzuglich auf eine Schadigung durch Diskonnektion
reagieren und das unterschiedliche Outcome axonaler Schadigung bestimmen (Yang
et al. 2006; Nagasao et al. 2008).

Veranderungen im Phosphorylierungsstatus reflektieren pathologische
Veranderungen des Axons auf zellularer Ebene

In der vorliegenden Untersuchung zeigten sich im spinalen Mark der MS Patienten
bevorzugt kleinkalibrige Axone reduziert. Dies ist sowohl fur die wei3e als auch flur
die graue Substanz zutreffend. Besonders kleine Axone scheinen pradestiniert in
Herden des spinalen Marks und des Opticusnerven betroffen zu sein, mit einem
ubergeordneten Erhalt dicker Axone, welche in der Medulla und im thorakalen
Ruckenmark auffindbar sind (Ganter et al. 1999; Lovas et al. 2000; Evangelou et al.
2001; DeLuca et al. 2004). Die Betonung des Axonverlustes des cervikalen Marks
korrespondiert mit Untersuchungen von neuronalen Zellen in diesem Gebiet.
Gegenwartige Studien unterstreichen die wichtige Rolle der Axonmembran in der
Pathophysiologie der multiplen Sklerose (Waxman 2008; Young et al. 2008). Axone
mit dysfunktionaler Na*/K*ATPase sind nicht langer in der Lage, den Natrium Efflux
aufrecht zu erhalten, in dessen Folge das Ruhemembranpotential gestort wird oder
ein Konduktionsblock resultiert (Mahad et al. 2008; Waxman 2008). Ein annahernd
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50%iger Verlust der axolemmalen NA+/K+ ATPase konnte in chronisch
demyelinisierten Axone nachgewiesen werden. Eine zuvorige verstakte Expression

liel® sich wahrend der akuten Axonschadigung darstellen (Young et al. 2008).

Eine Besonderheit der vorliegenden Arbeit besteht in der Untersuchung des
Phosphorylierungsstatus der Axone und Neurone. In dieser Studie imponieren eine
Vielzahl dephosphorylierte Axone in der grauen Substanz des spinalen Marks von
MS Patienten, wahrend dieses Phanomen bei den Kontrollpatienten nicht zu
beobachten ist. Neben der positiven SMI32-Markierung der Axone zeichnen sich
auch Neurone durch eine gesteigerte Anfarbbarkeit bei der multiplen Sklerose aus.
Die SMI32- positiven Neurone zeigen eine ortliche Variabilitat, hauptsachlich grol3e
Motoneurone des Vorderhorns wurden markiert. Dies ist in enger Verbindung zu
degenerativen Prozessen zu sehen. Veranderungen in Neurofilament und
Mikrotuboli, den Hauptbestandteilen des Cytoskeletts, stellen sonst einen effektiven
Marker fur axonale Pathologie in akuten MS Lasionen dar, erbringen hier jedoch
auch den Nachweis eines langfristigen Wandels. Das Neurofilament myelinisierter
Axone ist im Gesunden stark phosphoryliert, fordert einen bestimmten axonalen
Durchmesser und ein zunehmendes axonales Aussprie3en. Die demyelinisierten
Herde der grauen Substanz des Ruckenmarks imponieren durch ihre Axone mit
dephosphorylierten Neurofilamenten und einen massiven Axonverlust.

Wahrend der Demyelinisierung dephosphoryliert das Neurofilament. Die
Demyelinisierung ist auf die Ca®"-vermittelte Aktivierung von Phosphatasen
zuruckzufuhren (Strack et al. 1997). Die Prasenz dephosphorylierten Neurofilaments
sowie die Akkumulation schnell transportierter Proteine wie APP werden flr
gewohnlich zur ldentifizierung und Quantifizierung demyelinisierter Axone in akuten
MS Lasionen herangezogen (Bitsch et al. 2000). Eine Degradierung des
Neurofilaments, wie dies bereits fur den hypoxischen Tod an myelinisierten Fasern in
vitro nachgewiesen werden konnte (Stys und Jiang 2002), ist wahrscheinlich durch
die Ca?*-vermittelte Aktivierung von Calpain bedingt (Trapp und Stys 2009).

Bei Patienten mit chronischer multipler Sklerose weisen im Sinne einer axonalen
Transportstorung 50% der demyelinisierten Axone des spinalen Marks ein abnorm
fragmentiertes Axoplasma im Vergleich zu 4,8% der myelinisierten Axone auf (Dutta
et al. 2006). Die Proportion des dephosphorylierten Neurofilaments ist gegenuber

Kontrollpatienten bei der MS verstarkt. In der vorliegenden Arbeit zeichnen sich die
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Axone der grauen Substanz durch eine starke Dephosphorylierung aus. Diese
dephosphorylierten Axone sind randstandig und/oder innerhalb von Plaques
detektierbar. Intraindividuelle und interindividuelle Variationen lassen sich
beschreiben, wobei signifikante Unterschiede zwischen einzelnen Abschnitten des
ZNS bezogen auf das Ausmall phosphorylieten und dephosphorylierten
Neurofilaments zu beobachten sind (Petzold et al. 2008).

Der Phosphorylierungsstatus scheint stadienabhangige Veranderungen zu erfahren.
Wahrend hyperphosphoryliertes Neurofilament besonders in aktiven Lasionen
auffallig ist, prasentiert sich die dephosphorylierte Variante in chronischen MS
Lasionen und ihren Grenzgebieten (Petzold et al. 2008). Dies unterstreicht die
Heterogenitat der pathologischen Prozesse der Axone des Ruckenmarks und des
Cortex (Petzold et al. 2008).

Untergang chronisch demyelinisierter Axone in Lasionen der grauen Substanz
In der vorliegenden Untersuchung zeichnen sich MS Herde des spinalen Marks
besonders durch ihre Chronizitat, eine ausgepragte Entmarkung und den massiven
Verlust von Axonen aus.

Trotz der grol3en Anzahl axonaler Transsektionen in akuten MS Lasionen Uberleben
die meisten der entmarkten Axone und die Schaden konnten trotz starker
inflammatorischer Demyelinisierung reversibel sein (Trapp und Stys 2009). In
chronischen spinalen MS Herden jedoch bedingen ultrastrukturelle Veranderungen
die Nekrose axoplasmatischer Bestandteile (Dutta et al. 2006). Die Autoren berichten
von einem 70%igem axonalen Verlust, wobei 50% demyelinisiert erschienen und
nekrotische Veranderungen aufwiesen, wie fragmentiertes Neurofilament, eine
dramatische Reduktion der Mitochondrienanzahl und Mikrotubuli. Das Kennzeichen
chronischer MS Herde sind ebenfalls axoplasmatische Anschwellungen, welche nicht
zuletzt auf einen gesteigerten axoplasmatischen Ca**-Einstrom zuriickzufiihren sind
(Trapp und Stys 2009).

Neuronale Antikdrper induzieren neuronale und axonale Degeneration

Welcher Zusammenhang besteht in der Beobachtung dephosphorylierten
Neurofilaments und SMI32-positiver Neurone? Denkbar ist neben der Theorie zur
ionalen Homoestasestérung, Membraninstabilitit und Ca**-vermittelten Exzito-

toxizitat auch eine durch Antikorper vermittelte neuronale und axonale Schadigung.
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Im Serum multiple Sklerose Erkrankter sind verschiedene neuronale Antikorper,
welche sich gegen Neurofilament light (NF-L) (Terryberry et al. 1998), Neurofilament
medium (Bartos et al. 2007) und andere unspezifische neuronale Proteine richten,
detektierbar (Rawes et al. 1997; Lily et al. 2004). Diese stehen gegenwartig in dem
Verdacht, axonale und neuronale Schadigung hervorzurufen und eine wichtige Rolle
in der Pathogenese der MS zu spielen. Ein Schlusselfaktor scheint hierbei das NF-L
einzunehmen, welches erhohte Spiegel bei MS Patienten mit progressiven
Krankheitsverlauf aufweist (Silber et al. 2002; Ehling et al. 2004; Huizinga et al.
2009), welche mit der cerebralen Atrophie korrelieren (Eikelenboom et al. 2003).
Cytoskelettales Neurofilament kann Ziel autoreaktiver T-Lymphocyten-Antwort sein,
wobei deren Rolle in der Krankheitsentstehung noch spekulativ und unverstanden
bleibt (Huizinga et al. 2009).

Massiver Axonverlust und Entmarkung der weifl3en Substanz
Der massive Axonverlust der weiRen Substanz des Rickenmarks scheint in keiner

direkten Verbindung zur beobachteten Reduktion neuronaler Zellen zu stehen

Die weilde Substanz des Ruckenmarks der untersuchten MS Patienten zeichnet sich
durch einen massiven Axonverlust aus, traktspezifisch mit betonter Entmarkung der
cortikospinalen Bahnen. Die beschriebenen Veranderungen der weiRen Substanz
des Ruckenmarks sind als Waller’'sche Degeneration interpretierbar und durch héher
gelegene Herde verursacht.

Ganter et al. berichten von einer Reduktion der Axondichte des lateralen
Cortikospinaltrakts von 19% bis 42% (Ganter et al. 1999). Selbst bei Patienten mit
kurzer Krankheitsphase liel3 sich bereits Waller’'sche Degeneration in der normal
erscheinenden weil3en Substanz nachweisen (Bjartmar et al. 2001). Lovas et al.
(2000) bewiesen eine Einbulle von 61% der axonalen Dichte fur die lateralen und
posterioren Saulen der normal erscheinenden weilen Substanz des cervikalen
Ruckenmarks bei Patienten mit SPMS nach. Bjatmar et al. berichten von einem
durchschnittlichen Axonverlust von ca. 68% in chronischen inaktiven Lasionen bei
Patienten mir langandauernder MS Erkrankung (Bjartmar et al. 2000).

Trotz des massiven Axonverlustes cortikospinaler Fasertrakte des untersuchten
Gewebematerials kann in dieser Untersuchung kein direkter Zusammenhang

zwischen Strangdegeneration und dem Verlust neuronaler Zellen gezogen werden.
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Ahnliche Beobachtungen publizieren auch Gilmore et al. (2008a). Subjektiv wird
dennoch der Anschein erweckt, dass ein besonders ausgepragter Faserverlust auch
mit einer Reduktion der Neurone einhergeht, jedoch ware hierfir eine Axon/
Neuronquantifikation von Noten. Die Empfindlichkeit flr eine transneuronale
Degeneration scheint vielmehr vom Ausmald der Kollateralisierung abhangig zu sein.
Ein weiterer Aspekt der Neuron/Axon-Interaktion und eines sekundaren
Neuronuntergangs besteht neben den axonalen Projektionen ebenfalls in der
Synapsenausstattung und Verschaltung eines Neurons. Neurone mit nur wenigen
Synapsenkontakten scheinen gegenuber einer Schadigung in bestimmter Weise
empfindlicher (Fry und Cowan 1972). Neuronale Zellen besitzen zudem ein
komplexes neuronales Netzwerk, eine reichhaltige Fulle synaptischer Verbindungen
zur Aufrechterhaltung des neuronalen Uberlebens auch bei Verlust deszendierender
Afferenzen (Kaelan et al. 1988; McBride und Feringa 1992; Terao et al. 1999).

Fir eine Korrelation der Degeneration der Fasertrakte mit den Entmarkungsherden
im Gehirn und deren Lokalisation im supratentoriellen und infratentoriellen Raum
mussten die Gehirnschnitte der hier untersuchten Patienten mit den Ergebnissen der
Ruckenmarksquerschnitte verglichen werden. Eine solche Studie sprengt jedoch den

Rahmen dieser Dissertation.

5.4. Neurone und die Inflammationsreaktion

Das spinale Mark multiple Sklerose Erkrankter zeichnet sich durch das markante
Auftreten chronischer Herde aus und ist durch die Uberwiegende Anzahl
ausgebrannter Plaques gepragt. In der vorliegenden Untersuchung kann eine
Mikrogliareaktion nicht nur in frischen Lasionen beobachtet werden, sondern auch in
der Umgebung von neuronalen Zellen. Im Verhaltnis zu einer stark demyelinisierten
grauen Substanz mit neuronalem Verlust und fehlender Mikrogliaaktivierung zeigt
sich im statthabenden Entmarkunsprozess eine milde Invasion mikroglialer Zellen,
auch in der Umgebung degenerierender Neurone.

Die beobachteten Phanomene konnen zum einen dem neuroagressiven Verhalten
der Mikroglia zugeschrieben werden oder aber als Konsequenz verloren gegangener
neuroprotektiver Kapazitat der mikroglialen Zellen interpretiert werden. Bereits aus

Untersuchungen anderer neurodegenerativen Erkrankungen ist die enge Verbindung
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zwischen Mikrogliaaktivierung und neuronalem Untergang bekannt (McGeer et al.
1988). Mikrogliazellen besitzen die Potenz, eine Schadigung des Nervengewebes
durch die Sekretion vielfaltiger individueller Faktoren, wie dem TNF-alpha und Fas-
Ligand, Il-beta zu provozieren oder durch die Bildung von NO und freien Radikalen
eine neuronale Degeneration zu bedingen (Chao et al. 1992; McGuire et al. 2001).
Nervenzellen sind in der Lage, Mikrogliazellen selbst zu aktivieren und somit eine
autodestruktive Neuron-Glia-Neuron-Schleife zu initiieren (Herdegen et al. 1997).
Erwahnenswert sind hierbei die an neurodegenerativen Prozessen beteiligten
Interleukine 1I-1 und [I-6 wie bei M. Alzheimer (McGeer et al. 1988).

Takeuchi et al. wiesen eine durch aktivierte Mikroglia induzierte Schadigung von
Neuriten als Bestandteil neuronaler Dysfunktion und neuronalem Tod nach (Takeuchi
et al. 2005). Die Neurotoxizitat aktivierter Mikroglia wird Uber den N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA) Rezeptor vermittelt. Die Neuritenschadigung tritt konkordant mit
dem massiven Anstieg intrazellularen ATPs auf und mindet im neuronalen Tod. Die
neuritischen Auftreibungen bestehen aus kollabiertem zytoskelettalen Protein und
Proteinen aus Neuronen, welche durch die Schadigung im Transportsystem
akkumulieren und sekundar einen zellularen Energieverlust verantworten (Takeuchi
et al. 2005).

Die Astrocyten in der grauen Substanz des Ruckenmarks

Es scheinen Unterschiede fir das astrogliale Milieu zwischen der wei3en und der
grauen Substanz zu bestehen, pradisponiert durch die extensive Demyelinisierung
der grauen Substanz. Die graue Substanz der untersuchten Ruckenmarksschnitte
zeigt eine mildere GFAP Markierung als die der weilden Substanz. Eine Erklarung
kann in den phanotypischen Unterschieden zwischen den Astrocyten der weil’en und
denen der grauen Substanz bestehen (Nair et al. 2008). Welche Rolle spielen
Astrocyten fur die neuronale Degeneration bei der multiplen Sklerose?

Die neuronale Degeneration ist moglicherweise auf die schadigenden Einflusse
aktivierter Astrocyten und den von ihnen sezernierten Faktoren zurickzuflhren.
Astrocyten entwickeln ein neurotoxisches Potential in Folge der Aktivierung durch
Interferon-gamma (Hashioka et al. 2008). In vivo Cytokin stimulierte Astrocyten
produzieren neben Stickstoffmonoxid das toxische Peroxynitrit (ONOO’) und
beteiligen sich hierin an der Pathogenese neurodegenerativer Prozesse (Heales et

al. 1999). Bei 70% der MS Patienten ist eine erhohte Konzentration von Nitrat und
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Nitrit bestimmbar (Johnson et al. 1995). Des Weiteren kann eine gesteigerte Aktivitat
der NO-Synthase (NOS) des induzierbaren Typs (iINOS) in demyelinisierten Lasionen
beobachtet und in Assoziation mit aktivierten Astrocyten betrachtet werden (Bo et al.
1994; Bagasra et al. 1995). Die Bildung der NO/ONOO™-Spezies kann durch
Inhibierung von Bestandteilen der mitochondrialen Atmungskette direkt zu einer

Neuron- und Oligodendrocytenschadigung fuhren (Stewart et al. 2000).

Neuroprotektion von Neuronen durch Astrocyten

Demgenuber steht die protektive Wirkung der Astrocyten auf Neurone. Diese besteht
in der Eliminierung des cytotoxisch wirkenden Glutamats (Liberto et al. 2004), der
Produktion neuromodulatorischer Faktoren (Martin et al. 1992) sowie der
Sezernierung von Cytokinen und Neurotrophinen, wie dem NGF, NT-3 und dem
BDNF (Dreyfus et al. 1999). Eine zusatzlich gesteigerte Sekretion von BDNF und
NGF kann nach nervaler Schadigung verzeichnet werden (Schwartz und Nishiyama
1994). Interleukine und der Tumorwachstumsfaktor TGF-beta steigern die gliale
Synthese von NGF. Zudem sind Astrocyten in der Lage, die Modulation synaptischer
Aktivitdat zu beeinflussen (Haydon 2000), bis zu 45% der axoplasmatischen
Synapsen zu ersetzen (Trapp et al. 2007) und somit die kommunikative und nutritive
Versorgung aufrecht zu erhalten und fur die neuronale Integritat Sorge zu tragen. Ein
Verlust von Neuronen kann demnach auch durch das Versagen einer glialen

Neuroprotektion verursacht sein.

Neurone als Quelle immunologisch wirksamer Signale

Inwieweit modulieren Neurone selbst ihre Degeneration und die Asytrocyten und
Mikrogliareaktion?

Neuronale Zellen sind im Stande, immunologische Signalstoffe zu produzieren und
sich selbst oder andere Zellen, wie die Glia, zu stimulieren. Neurone exprimieren
Interleukine 1, 2, 6 und 8, Interferon, Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF-1 und FGF-
2) Tumorwachstumsfaktor (TGF) und dem Tumornekrosefaktor-alpha (Herdegen et
al. 1997). Neurone kdnnen Chemotaxie, Phagocytose und die Differenzierung von
Gliazellen zu immunkompetenten Zellen mit Antigen-Antikdrper-Reaktionen selbst
provozieren und verstarken (Herdegen et al. 1997). Es besteht eine enge Neuron-
Mikroglia-, Astrocyten-Neuron- und Mikroglia-Astrocyten-Interaktion. In diesen auto-
regulativen Mechanismen steckt Potential, zum einen flr das Verstandnis der MS

Erkrankung, zum anderen als Ansatzpunkt therapeutischen Handelns.
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5.5. Veranderung der Gefal3e im spinalen MS Mark

In der vorliegenden Untersuchung zeigen sich im mikroskopischen Bild auffallend
zahlreiche und prominente Gefalle in der grauen und weilden Substanz, besonders
auf Hohe des cervikalen Rickenmarks. Intraspinale Venen weisen verdickte Wande
auf. Eine Korrelation zwischen der Gefal3pathologie und der neuronalen
Degeneration kann nicht beobachtet und beschrieben werden.

Die verdickten Gefalle durfen einerseits als Reaktion der vermehrt statthabenden
Zelldurchwanderung und Invasion wahrend der akuten Krankheitsphase interpretiert,

anderseits als Resultat einer Entzindungsantwort verstanden werden.

Der Zusammenhang zwischen der beobachteten GefaRpathologie und der
neuronalen Degeneration

Die beobachtbare Gefallpathologie der grauen Substanz steht in engem
Zusammenhang mit den degenerativen Veranderungen der neuronalen Zellen.
Denkbar ist eine Minderversorgung der Neurone des Vorderhorns und des zentralen
Graus und eine hierin vermittelte Degeneration, begriindet in der gesteigerten
Sensibilitat und Vulnerabilitat des Vorderhorns fur ischamische Schadigung (Nohda
et al. 2007). Zudem zeigen bestimmte MS Lasionen verschiedene Charakteristiken
ischamischer oder hypoxischer Schadigung (Mahad et al. 2008). Studien der normal
erscheinenden wei3en Substanz weisen auf Veranderungen in der Genregulierung
hin, konsistent mit ischamischen Veranderungen und der Antwort auf Ischamie
(Graumann et al. 2003).

Ein wichtiger Bestandteil in der Diskussion der Angiogenese im Ruckenmark
von MS Patienten ist der vascular endothelial growth factor

Der vascular endothelial growth factor (VEGF) ist ein potenter stimulierender Faktor
fur die Angiogenese und vaskulare Permeabilitat. Die Serumspiegel an VEGF
korrelieren mit der Aktivitat der MS-Erkrankung, sowie in zahlreichen anderen
autoimmunen Leiden und fallen in ihrer Konzentration unter Anwendung der
Standardtherapie (Carvalho et al. 2007). Vaskulare Veranderungen in der MOG-
Peptid-induzierten EAE der Maus sind begleitet von einer lasionsspezifischen
Erhdhung des VEGF-Spiegels, Laminin Deposits und einer erhdhten Transkription
anderer angiogenetischer Faktoren (Roscoe et al. 2009). Die Expression des VEGFs

steigt wahrend der akuten Krankheitsphase, besonders an dem Wendepunkt des
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akut-inflammatorischen Geschehens in eine chronisch demyelinisierende
Entwicklung (Kirk und Karlik 2003). Eine gesteigerte Expression des VEGFs ist
besonders in demyelinisierten Herden zu beobachten. Dieser Umstand impliziert
ebenfalls, dass Veranderungen der Vaskularitat eine potentielle Komponente der

Plaqueformation darstellen (Roscoe et al. 2009).

Die vermehrte Gefal3prasenz ist Ausdruck einer Neoangiogenese

Kirk et al. gehen von einer signifikanten Rolle der Angiogenese in MS Lasionen aus
und schreiben dieser einen krankheitsunterhaltenden Einfluss und eine progressions-
unterstitzende Funktion zu (Kirk et al. 2004). In lhren vorherigen Untersuchungen
korreliert die Anzahl der GefalRe mit pathologischen Scores der Klinik, der
Inflammation, Infiltration und Demyelinisierung (Kirk und Karlik 2003).

Lisak et al. identifizierten die frGhen Effekte von Cytokin-Mixturen auf bestimmte
Moleklle, welche die vaskulare Pathologie und die Angiogenese bedingen und
ebenfalls eine Heraufregulierung bei Ischamie und Hypoxie aufwiesen (Lisak et al.
2009). In einer vorangegangenen Studie war es derselben Gruppe gelungen, die
Hochregulierung fur das Gen des VEGFs nachzuweisen (Lisak et al. 2007).

Die Heraufregulierung von VEGF konnte die endotheliale Zellproliferation bewirken,
welche in einigen MS Lasionen beobachtet werden kann und mit lokaler Hypoxie und
oligozytarem Zelltod in Verbindung zu stehen scheint, als sekundare Reaktion auf
das Entzindungsgeschehen verstanden werden kann. Die Veranderungen sind mit
einer eventuellen selbstandigen Induktion hypoxischer Schadigung assoziiert (Lisak
et al. 2009).

Die beeindruckende Prasenz der Gefalle kann auch als eine vermeintliche
,Uberreprasenz* durch den relativen Zellverlust der grauen und der weiRen Substanz

ohne verstarkte Neoangiogenese bedingt sein.

Alters bestimmende Faktoren der gefaRverdndernden Prozesse

Die beobachtete Gefalpathologie des Rickenmarks von MS Patienten fordert
gleichzeitig die Beurteilung von altersbedingten Veranderungen und ihren
zuschreibbaren Pathologien.

Altersbezogene Veranderungen des Gefalistatus des spinalen Marks zeichnen sich
durch Abnahme ventraler und zentraler Arterien pro Zentimeter aus, wobei die

kapillare Dichte im anterioren Horn signifikant hoher ist als die des posterioren. Auch
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die kapillare Fllle der grauen Substanz weist mit dem Alter eine signifikante
Abnahme auf (Qiu und Zhu 2004). Die unterschiedliche Dichte der kapillaren
Versorgung der grauen und wei3en Substanz des spinalen Marks deutet auf eine
Adaptation an den metabolischen Bedarf der neuronalen Zellen hin (Qiu und Zhu
2004; Nohda et al. 2007). Zusammenfassend zeigt demnach die zu beobachtende
Gefalipathologie bei MS Patienten ein wichtiges Substrat, nicht nur fur die
Inflammation und Plaqueformation, sondern ganz besonders fur die neuronale

Degeneration.

Der Neuronverlust bedingt die Atrophie des spinalen Graus

In der vorliegenden Untersuchung zeichnet sich das Ruckenmark durch eine
Atrophie aus mit besonderer Betroffenheit der grauen Substanz. Die atrophischen
Veranderungen sind am ehesten auf die Reduktion von neuronalen Zellen, Myelin
und Axonen zuruckzufuhren, auch begrindet in dem ausgebrannten Lasionsstatus
des Ruluckenmarks der untersuchten MS Falle. Gilmore et al. berichten trotz
substantiellen Neuronverlustes des spinalen Marks von dem relativen Erhalt des
Volumens der grauen Substanz (Gilmore et al. 2006). Demgegenlber steht die
Atrophie der grauen Substanz des Cortex, welche auch ohne den Verlust neuronaler
Dichte manifest werden kann (Wegner et al. 2006). Der Verlust von Neuronen und
Myelin innerhalb des Ruckenmarks ist mdglicherweise auch zurtckzufuhren auf
Odem, Gliose oder Expansion der extrazelluldren Matrix (Gilmore et al. 2008b). Fiir

Letzteres besteht in unserem Material kein Anhalt.
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5. 6. Heterogenitat der Neuronpathologie

Regionale Heterogenitat im Ausmafl der neuronalen Pathologie und der
beeinflussenden Mechanismen

In der vorliegenden Untersuchung zeichnet sich die Heterogenitat des neuronalen
Verlustes durch eine intra- und interindividuelle Verschiedenheit aus.

Im Vergleich zu Kontrollpatienten weist das cervikale Rlckenmark einen
signifikanten Neuronverlust von 42,7% auf, mit betonter Betroffenheit der Ebene von
C6. Das thorakale Ruckenmark der untersuchten MS Patienten weist eine Reduktion
der neuronalen Dichte von 47,3% auf. Eine Dichteabnahme der Interneurone des
zentralen Graus ist zu verzeichnen.

Ahnliche Beobachtungen finden sich in der Literatur. Gilmore et al. (2008b)
beschreiben eine Reduktion von 24% flr das obere cervikale Rickenmark und eine
Verminderung von 30% fur das obere thorakale Rickenmark. Wegner et al.
postulieren einen Verlust von 10% der neuronalen Zellen innerhalb demyelinisierter
kortikaler Plaques (Wegner et al. 2006). Cifelli et al. berichten von einem 35%igem
Verlust thalamischer Neurone (Cifelli et al. 2002). Gilmore et al. berichten ebenso
von einer Reduktion des interneuronalen ,cross-sectional® Gebietes und einer
Interneuronreduktion von 34% innerhalb der Lasionen (Gilmore et al. 2008b).

In der vorliegenden Arbeit war es maoglich, unterschiedliche Muster der neuronalen
Schadigung zu beschreiben: der Typ a mit Schadigung und Verlust neuronaler und
interneuronaler Zellen im zentralen Bereich der grauen Substanz, dem Typ b der
dissiminierten Betroffenheit einzelner Neuronengruppen der grauen Substanz und
der Typ c, dem Verlust neuronaler Zellen von nur einem Kerngebiet. Diese
unterschiedlichen Muster koénnen mit besonderer Auspragung im cervikalen
Rickenmark alleine, aber auch nebeneinander auftreten.

Die Verschiedenheit der neuronalen Schadigungsmuster reflektiert die regionalen
Unterschiede, aber auch die unterschiedliche Mechanismen der MS Erkrankung, bei
jedem einzelnen Erkrankten und auch innerhalb des Patientenkollektivs.

Fur diese regionale Variabilitat scheinen vielzahlige Faktoren, wie vorangegangen
diskutiert, verantwortlich zu sein: das Ausmal} der Demyelinisierung der grauen und
weillen Substanz, der Grad der axonalen Schadigung, die Beteiligung und
Betroffenheit des neuroinflammatorischen Entziindungsgeschehens und die
Sensibilitat gegenuber schadigenden Einflissen der einzelnen Neuronentypen und

Neuronenpopulationen. Ein weiterer Aspekt fur die intraindividuelle neuronale
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Schadigung und seiner unterschiedlichen Pathomechanismen zeigt sich in der
Empfindlichkeit gegenuber den Schadigungsmustern der retrograden und
transneuronalen Degeneration der einzelnen Neuronengruppen. Wahrend die
retrograde neuronale Degeneration besonders in der grauen Substanz des
Rickenmarks und der Cortex prasent ist, zeigt sich das Phanomen der
transneuronalen Degeneration besonders prominent vertreten im Thalamus (Gilmore
et al. 2008a).

Die neuronale Schadigung kann nicht nur als primares Phanomen in den
Anfangsstadien der MS Erkrankung betrachtet werden, charakterisiert durch
neuronale Dysfunktion und elektrosphysiologische Funktionsstérungen in der Axon-
Neuron Interaktion. Besonders wahrend der Entzindungsreaktion sind neuronale
Zellen schadigenden Einflissen ausgesetzt, direkt durch attackierende T-Zellen oder
toxische Agentien des Liquors, indirekt durch schadigende inflammatorische
Mediatoren. Als sekundares Phanomen unterliegt der neuronale Untergang auch den
Mechanismen der axonalen Degeneration. Axonale Dephosphorylierung als Aus-
druck mangelnder Energieversorgung, Akkumulation neurofilamentarer Proteine und
axonale Auftreibungen als Charakteristikum des gestorten axonalen Transportes
bedingen die metabotrophischen Funktionsstérungen des retrograd geschadigten
Neurons, verantworten dessen Degeneration und Induktion der neuronale Apoptose.
Der Anstoss des neurodegerativen Geschehens ist durch neuroprotektive Faktoren
bedingt reversibel und aufhaltbar. Neurotrophine, welche autoprotektiv von Neurone
sezerniert werden und nachweislich auch Sekretionsbestandteil inflammatorischer
Zellen sein koénnen, dienen dem Uberleben von Neuronen. Zudem bestehen
Hinweise fur neuroprotekive Eigenschaften von Entzindungszellen und Cytokinen.
Bis zu einem gewissen Punkt ist demnach die neuronale Pathologie reversibel.
Wendet sich jedoch dieses Geschehen in Richtung Destruktion und Zelluntergang,
ist der neuronale Verlust definitiv. Infolge der untergehenden neuronalen Zellen
lichtet sich das neuronale Netzwerk, transneuronale Projektionen schwinden, die
interneuronale Kommunikation lasst nicht zuletzt durch Abnahme synaptischer
Kontakte nach. In Folge dieses degenerativen Prozesses erfahren inflammatorische
Zellen eine erneute Aktivierung und eine Progression im Krankheitsgeschehen der
multiplen Sklerose ist besiegelt. Verloren gegangenes Gewebe wird durch die

Astroglia gedeckt. Die beeinflussenden Mechanismen sind nur wenig verstanden.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Unter der Fragestellung der neuronalen Degeneration bei spinaler multipler Sklerose
wurde das Ruckenmark von 27 in den Jahren 1977 bis 2000 obduzierten MS
Patienten im Vergleich mit 29 Kontrollfallen ahnlichen Jahrganges und Alters
untersucht.

Neben immunhistochemischen Untersuchungen und der Darstellung pathologischer
Zellveranderungen fand eine Quantifikation der Neurone fur die cervikalen und
thorakalen Abschnitte des Ruckenmarks statt. Im Vergleich zu den 29 Kontrollfallen
stellt sich fur die MS Erkrankten ein statistisch signifikanter neuronaler Verlust
(p<0,05) um 43% fur das cervikalen und 47% fur das thorakale Rickenmark dar. In
der Histopathologie lasst sich fur das spinale Mark der Verlust groRer multipolarer
Ganglienzellen nachweisen, wobei aber auch zentral gelegene Interneurone
reduziert erscheinen. Eine differenzierte Betroffenheit verschiedener Zellgruppen mit
Bevorzugung der Ncl. motorii lasst sich beschreiben. Die graue Substanz erscheint
deutlich gelichtet und zellverarmt. Auf3er dem Neuronverlust in der grauen Substanz
wurden die Entmarkungsvorgange untersucht. Fur die graue Substanz lassen sich
unterschiedliche Demyelinisierungsmuster beschreiben, wobei der Grenzzonentyp,
bei dem die Demyelinisierung zwischen der grauen und angrenzenden weilen
Substanz lokalisiert ist, Uberwiegt. Eine intra- und interindividuelle Varianz lasst sich
beobachten. Neben einem relativen Axonverlust der grauen Substanz zeigen sich
ebenfalls Veranderungen im Phosphorylierungsstatus. Axone in der unmittelbaren
Nachbarschaft degenerierender Neurone erscheinen dephosphoryliert und sind
ebenfalls eine Erscheinung in Grenzgebieten chronischer MS Lasionen. Ein
Zusammenhang zwischen axonaler Dephosphorylierung, axonalem Verlust und
neuronaler Degeneration ist skizzierbar, wobei auch hier eine differenzierte lokale
Betroffenheit in Erscheinunag tritt.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit bestand in der Untersuchung des Zusammenhangs
zwischen gefallverandernden Prozessen und der neuronalen Degeneration. Aus der
Interpretation der beobachteten Gefal3pathologie ergibt sich die Moglichkeit einer
durch Hypoxie induzierten Genese von Lasionen der grauen Substanz und des
neuronalen Verlustes. Die beschriebene Vermehrung von Gefalden kann als
mdgliches Resultat einer Neoangiogenese im Sinne einer kompensatorischen
Ausschittung von Wachstumsfaktoren gedeutet werden oder aus der Atrophie des

nervosen Gewebes resultieren.
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Eine inflammatorische Aktivitat konnte nur in sehr wenigen histopathologischen
Schnitten beobachtet werden. Die graue Substanz imponierte hierbei im Vergleich
zur weilen Substanz durch eine mildere Inflammationsreaktion. Da es sich in der
vorliegenden Arbeit um die Untersuchung von Sektionsmaterial handelt, welches
haupsachlich von Patienten im chronischen Stadium der MS Erkrankung stammt, ist
eine zeitliche Zuordnung der Pathogenese nur bedingt moglich.

Die Neurondegeneration fuhrt zu Veranderungen im neuronalen Gewebe und zu
Unterbrechungen interneuronaler Kommunikationsprozesse mit Modifikation meta-
bolischer und toxischer Effekte. Eine vornehmliche Schadigung der Interneurone
wirkt sich negativ auf den neuronalen Erregungsablauf, auf Kommunikation und
Projektionsprozesse aus. Inwieweit entzindliche Prozesse hierbei eine Rolle spielen,
bleibt , basierend auf den vorliegenden Ergebnissen aus der Histopathologie, vorerst
unklar. Eine Veranderung in der Qualitdt und Quantitat der inflammatorischen

Antwort wahrend der einzelnen Phasen der MS Erkrankung ist wahrscheinlich.

Aus der dargestellten neuronalen Degeneration und dem Verlust neuronaler Zellen
im Rickenmark von MS Patienten ergibt sich zwangslaufig die Forderung nach einer
frihen und konsequent durchgefuhrten neuroprotektiven und neuroregenerativen
Behandlung. Es besteht die dringende Notwendigkeit eines verbesserten Verstand-
nisses um neurodegenerative Prozesse sowie einer Entwicklung suffizienter
neuroprotektiver Therapiestrategien. Zudem bedarf es weiterer ausfuhrlicher Studien

zur Genese und Pathologie des neuronalen Unterganges.
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