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1 Einleitung
1.1 Mikroglia

111 Historischer Ruckblick

Die ersten Beschreibungen von mikroglialen Zelleegdn mehr als anderthalb
Jahrhunderte zurtick. Gluge beschrieb bereits 184tygaytierende Zellen, welche er
als ,Entzindungskugeln“ bezeichnete. Virchow (1848851 / 1867) beobachtete als
einer der ersten mit Fett gefullte, phagozytierefeen im ZNS (,Schaumzellen®) und
Boll endeckte 1874 sogenannte granulierende Waellienzin Hihnerembryonen. 1875
berichtete Eichhorst Uber extravasale Zellen im dmgn embryonalen Rickenmark,
welche nach der Migration ein sternformiges Auseeienahmen. Erste Ansatze zur
Bedeutung der Mikroglia wurden 1899 von dem dewscPsychiater Franz Nissl
vorweggenommen. Er bezeichnete die Zellen auf Griumdr Morphologie als
Stabchenzellen und postulierte eine Beteiligungselben an vielen pathologischen
Prozessen, ferner wies er eine gliale ReaktiorAkenlasionen von Motoneuronen und
den korrespondierenden Kerngebieten nach. Alzhei(h8604) konnte durch seine
Arbeiten Uber pathologische Veranderungen des Mepstems zu dieser These
beitragen. Vor dem zwanzigsten Jahrhundert hersahiée Meinung vor, das
Nervensystem bestiinde aus zwei Zellarten, ndmletvéhzellen und Neuroglia. Durch
eine Modifikation der Golgi-Technik gelang Roberts@@00 der Nachweis, dass
Neuroglia aus zwei verschiedenen Zellarten besteimehnicht aus einer, wie bisher
angenommen. Dieser neu endeckten Zellart gab Rameden Namen Mesoglia, da sie
augrund der Morphologie und des Farbeverhaltendidtkeiten mit mesodermalem
Gewebe aufwies. Ramoén y Cajal beschrieb dieserZsfiéter als drittes Element (tercer
elemento) neben Nervenzellen und Neuroglia (1913).

Ein bedeutender Wendepunkt wurde 1919 durch DelHidega vollzogen. Er
unterteilte das sogenannte dritte Element in zwaipmologisch und funktionell vollig
verschiedene Zellen, welche er Oligodendroglia Millroglia nannte. Dabei sah er
erstere neuroektodermaler und letztere mesenchynmtaérkunft. Mit Hilfe der
Silberimpragnierungstechnik gelang es ihm, die degehden morphologischen

Unterschiede zwischen ruhender und aktivierter baka aufzuzeigen (Rio-Hortega
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1932). Dabei sah er die ramifizierte Mikroglia atdl differenzierte und ruhende Form
an, und gelangte zu der Ansicht, dass selbige yd#rologischen Bedingungen zu
einer Metamorphose in die améboide Form fahig sivelche dann migratorische und
phagozytierende Eigenschaften besitzt. BezugliciHaekunft der Mikroglia glaubte er
an ein Auswandern embryonaler Teilchen aus derniiter, zog aber aufgrund der
funktionellen Ahnlichkeiten auch ein Abstammen vmononukledaren Blutzellen in

Betracht. Damit gilt er zu Recht als der ,Vater déikroglia® und Begriinder der

Kontroverse Uber die mikrogliale Abstammung.

Der zweite Weltkrieg brachte die Mikrogliaforschuagm Stillstand. Erst mit dem
Aufstieg der Elektronenmikroskopie erfolgte eine iter® Untersuchung ihrer
strukturellen Eigenschaften. Aufgrund der vielergagesatzlichen Auffassungen zu
dieser Zeit wurde die Existenz der ramifizierterkMglia von einigen Autoren in Frage
gestellt. (Eager und Eager 1966, Fujita 1965,tkwnd Kitamura, 1975, Kruger und
Maxwell 1966). Einen Durchbruch brachten hier did&ten von Mori und Leblond

(1969), welche als erste die Silberimpragnierurgdstik auf das Elektronenmikroskop
Ubertrugen und damit eine genaue ldentifizierund Gmarakterisierung ramifizierter
Mikroglia ermdglichten. Dadurch konnte die ramifde Mikroglia weiter als

eigenstandige zellulare Entitat im ZNS etabliertde® und es entbrannte erneut der seit
Rio-Hortegas Arbeiten bestehende Streit um ihrekitt.
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1.1.2 Herkunft von Mikrogliazellen

Bezuglich der Herkunft der Mikroglia gab es viechtige Thesen.

Eine weit verbreitete Theorie sah Mikroglia als vmresodermaler pialer Herkunft.
Diese Ansicht wurde erstmals von Rio-Hortega (194&jreten. Er war der Meinung,
dass wahrend der embryonalen Entwicklung polyldelsé Zellen mesodermalen
Ursprungs aus der weichen Hirnhaut in das Gehinwandern. Diese Zellen
bezeichnete er als Mikroglioblasten.

Andere Autoren (Lewis 1968, Rydberg 1932) sahen slasependymal gelegene
Hirnparenchym in der Nahe des Seitenventrikelalslle der ramifizierten Mikroglia
an. Die Ansicht, dass Mikroglia damit neuroektodalien Ursprungs sind wurde auch in
neurer Zeit noch von einigen Forschern vertretead@foff et al. 1997, de Groot et al.
1992, Kitamura et al. 1984, Schelper und Adrian6)98

Die Theorie der perizytaren Herkunft der Mikrogliaurde von Mori und Leblond
(1969) entwickelt. Diese waren der Meinung, dagsBhitgefaf3en assoziierte Perizyten
zur Migration ins Neuropil befahigt seien, da ilBasalmembranen an einigen Stellen
Unterbechungen aufwiesen. Diese Sichtweise wurde spéater von Baron und Gallego
geteilt (1972).

Die Theorie der monozytaren Abstammung wurde elsti@33 von Santha und Juba
vertreten. lhnen fiel auf, dass die Vaskularisigraes Gehirns in engem zeitlichem
Zusammenhang mit dem ersten Autreten ramifiziévieroglia steht. Daraus zogen sie

den Schlul3, dass Mikroglia von im Blut zirkulierenddonozyten abstammen.

Die heute am haufigsten verbreitete Meinung sielm desprung der Mikroglia im

Mesoderm. In Versuchen mit Knochenmarkchiméaren emrd&mpfangertiere einer
myeloablativen Bestrahlung ausgesetzt, und kurzacdammit Knochenmark eines
Spendertieres rekonsturiert. Spenderzellen kénnéei daufgrund von Unterschieden
im MHC-System, durch transgene Konstrukte oder ufitransplantation von

mannlichen Spenderzellen in weibliche Empfangertiaachgewiesen werden. Bei
diesen Experimenten lieRen sich Donorzellen hamatggmihen Ursprungs spater im
Gehirn nachweisen (Hess et al. 2004, Hickey und iani988, Hickey et al. 1992,
Simard und Rivest 2004, Ting et al. 1983, Ungealetl993).Des weiteren konnten
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exogen markierte Monozyten im sich entwickelnderSziachgewiesen werden (Ling
et al. 1980). Wahrend der Embryogenese wurde eiwdhidern amoboider Zellen aus
dem Blut in das Gehirn und die dortige Phagozytese im Rahmen der ZNS-
Entwicklung untergehenden Nervenzellen beobachtetg(und Wong 1993). Als
weiteren Hinweis kann man die Differenzierungsasrig von Mikroglia ansehen, die
sich ansonsten nur auf hdmatopoetischen ZellerMaldophagen finden lassen (Perry
und Gordon 1988, Streit et al 1988).
Neuere Studien unterstitzen jedoch eine zweite thgse. Alliot et al. (1999) und
Pessac et al. (2001) zeigten, dass ein Grof3teiMdaoglia im perinatalen Hirn durch
Proliferation in situ entstehen. Des weiteren lassieh Mikroglia ab dem siebten
embryonalen Tag aus dem Dottersack und einen Tdgrspich aus dem Hirnrudiment
kultivieren. Spater konnten mikrogliale Vorlaufdiea durch Markierung mit
Isolektinen ab dem achten embryonalen Tag im Dsstdr und kurz darauf auch im
mesenchymalen paraneuroepithelialen Bindegewebguimachgewiesen werden (Kaur
et al. 2001).
Da die Hirnanlage zu diesem Zeitpunkt noch nichskuéarisiert ist, missen die
Vorlauferzellen auf einem anderen als dem Blutwathitogelangt sein.
Damit ergeben sich zwei mesenchymale Quellen #imndkroglialen Zellen im adulten
Gehirn:

1. aus dem Dottersack eingewanderte Vorlauferzellen

2. nach der Vaskularisierung des Gehirns eingewsmd®&onozyten, bzw.

myelomonozytare Vorlauferzellen
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1.1.3 Morphologie und Funktion von Mikrgliazellen

Die Mikroglia stellt im ZNS die immunologische Haeffektorzelle dar (Graeber und
Streit 1990a). Es handelt sich jedoch nicht umregiaheitlichen Zelltyp. Anhand der
Lokalisation, Morphologie, Expression von Oberflaamelekilen und Funktion lassen

sich mehrere Unterformen dieser Zelle unterscheiden

1.1.3.1 Amoboide Mikroglia

Ein erstes Auftreten von Mikroglia erfolgt wahremter fetalen und postnatalen
Entwicklung in Form von amo6boiden Zellen. Es hahdath hierbei um grofe
abgerundete Zellen mit nur wenigen Auslaufern. Besitzen die Fahigkeit zur
Proliferation, Migration und Phagozytose. Ihre Rimk besteht in der Eliminierung des
wéahrend der Entwicklung durch Umbauvorgange entstéén Zellmaterials. Des
weiteren sind sie am Wachstum von Axonen, GefaRlemyenzellen und Gliazellen
beteiligt (Dheen et al. 2002). Mit zunehmendemnickliung erfolgt eine Umwandlung
der amdboiden Form in die ramifizierte Mikrogliae@ing und Ling 1992, Ling und
Wong 1993).

1.1.3.2 Ramifizierte Mikroglia

Ramifizierte Mikroglia besitzen einen kleinen Kemenig Zytoplasma und mehrere
dinne, verzweigte Auslaufer. Sie stellt die ruhelRden der Mikroglia im ausgereiften,

gesunden Gehirn dar. In diesem Stadium sind disstamndigen Zellen weder zur
Phagozytose noch zur Proliferation befahigt, undsere eine niedrige Expression von
Membranliganden und Oberflachenrezeptoren auf, heeldir die Ausibung

makrophagentypischer Funktionen notwenig sind (Kamerg 1996, Sedgwick und

Hickey 1997). Bei den dinnen verzweigten Auslaufeandelt es sich um sehr mobile
und bewegliche Gebilde, welche stdndig die nahergébung Uberwachen und sehr
schnell auf Stoérungen der Blut-Hirnschranke und deflschadigungen reagieren
(Nimmerjahn et al. 2005, Raivich 2005). Diese rudean Mikroglia reagieren sehr
sensibel auf pathologische Veranderungen in ihmeigébung, wobei es keine Rolle
spielt, auf welche Art diese Schadigungen erfolgam.lasst sich eine Beteiligung der
Mikroglia bei nahezu jeder Erkrankung des ZNS nasben, sei sie nun infektiésen,

entzundlichen, traumatischen, ischamischen, neiigtasn oder degenerativen
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Ursprungs (Stoll und Jander 1999). Die ramifiziertelikroglia durchlaufen einen
Austausch mit Vorlauferzellen des Knochenmarkschwelsich unter dem Einfluss des
ZNS-Gewebes in ramifizierte Mikroglia differenziare Urspringlich wurde
angenommen, dass nur ein geringer Prozentsatz 1. an diesem Austausch
teilnimmt (Hickey et al. 1992, Unger et al. 1998)euere Arbeiten konnten jedoch
zeigen, dass der Austausch in einem groleren Magtfinglet als zunachst

angenommen (Simard und Rivest 2004).

1.1.3.3 Reaktive / phagozytierende Mikghia

Die unter pathologischen Stimuli erfolgte Aktiviegufihrt zu einer Ruckbildung der
Fortsédtze und Hypertrophie des Zellkdrpers, so déiss Zellen nun eine ovale
Morphologie annehmen. Parallel dazu proliferierenZellen und bewegen sich auf den
Ort der Schadigung zu. Kommt es zu einem Zelluaigggverschiedenster Ursache,
besitzen Mikroglia die Fahigkeit zur Umwandlungimtrinsische Gehirnmakrophagen,
welche nun zur Phagozytose befahigt sind. In dieStadium sind die Zellen nun
deutlich abgerundet und fallen durch ihren hohenhaliean Lysosomen und
Phagosomen auf.

Zusatzlich zu den morphologischen Verdanderungennkbes zu einem Wechsel des
Immunphanotyps durch verstarkte oder de novo Egmes einer Reihe von
Markerproteinen. Dazu gehoren die Histokompat#ggiaintigene MCH | und I,
Komplementrezeptoren (CR3), Integrine, interzeteilAdhéasionsmolekile (ICAM 1),
kostimulatorische Molektile wie CD80 (B7-1) und CB @7-2) und in einigen Spezies
auch CD 4 (Raivich et al. 1999).

Die funktionellen Veranderungen beinhalten die $@&ung einer Vielzahl von
Mediatoren. Durch die Sekretion einer Bandbreitdveediatoren, die zur Superfamilie
der Zytokine und Wachstumfaktoren gehdren, spiédt Mlikroglia eine wichtige
Effektorfunktion im Rahmen von Entzindungsvorgangend offenbart ihre
immunmodulatorische Kapapzitat. Zu diesen Faktogghdren unter anderem
Interleukine (IL-1R, IL-3, IL-6, IL-16), Tumorneksefaktorer (TNF-a), Transforming
growth factorB (TGF{3), nerve growth factor (NGF), basic fibroblast gtbwactor
(bFGF) und Prostaglandine (PGD2, PGE?2).
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Zudem Dbesitzt die Mikroglia auch neuroprotektive wbz gewebserhaltende
Eigenschaften durch die Produktion von Faktoren wh&sF, NGF, Transforming
growth factor-1 (TGF-1), Plasminogen, IL-3 und IR-ICheng und Mattson 1991,
Giulian et al. 1994, Kreutzberg 1996, Rezaie undleMB999). Deshalb wird der
Mikroglia bei sublethalen Zellschaden auch eine a®erhaltende Funktion
zugeschrieben (Banati und Graeber 1994).

Andererseits produziert sie aber auch eine Vielpatgntiell schadlicher Faktoren. Dies
sind unter anderem freie Sauerstoffradikale, Stékserbindungen, proteolytische
Enzyme, Arachidonsauremetaboliten, Exzitotoxinemigtementfaktoren und diverse
Zytokine (Banati et al. 1993, Chabot et al. 1997 et al. 1987, Giulian et al. 1990,
Kreutzberg 1996, Wesselingh et al. 1997). So stiéhtMikroglia im Verdacht die
Neuroinflammation und damit die neuronalen Sché&dygioei der Amyothrophen
Lateralsklerose zu verstarken (Baron et al. 20BB)m Guillain-Barré-Syndrom wurde
ebenfalls eine diffuse Aktivierung mikroglialer T im ZNS beschrieben (Rauschka
et al. 2003). Bei der bakteriellen Meningitis sctiaine Aktivierung der Mikroglia zur
Langzeitschadigung beizutragen (Nau und Bruck 20D2y weiteren findet sich eine
vermehrte Aktivitat mikroglialer Zellen bei neopli@shen, neurodegenerativen,
epileptischen und bei vaskularen Erkrankungenifdgt et al. 1975, Shibata et al.
2004, Turrin und Rivest 2004, Zhou et al. 2005)cibei der Multiplen Sklerose tragt
die Mikroglia moglicherweise durch ihre Vielzahl dtffektormolekilen zu einer
vermehrten Zellschadigung bei (Jack et al. 200%¢. Ndikroglia ist somit neben ihrer
physiologischen Funktion auch an der Pathogenesersghiedlicher Erkrankungen
beteiligt (Bruce-Keller 1999, Gonzalez-Scarano Battuch 1999).

1.1.34 Perivaskulare Zellen

Die perivaskuléaren Zellen liegen in den Virchow-R@eghen Raumen, zwischen dem
Endothel und der Membrana glia limitans perivasksllaind damit aul3erhalb des
Hirnparenchyms. Es handelt sich um langgestreckteiz, welche allseitig von einer
Basalmembran umgeben sind. Sie lassen sich dureh.dkalisation, Morphologie und

den Immunphanotyp von Perizyten, glatten Muskedrelind perivaskularen Mikroglia
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(parenchymale Mikroglia in der Umgebung von Gefdfiarterscheiden (Graeber und
Streit 1990b). Perivaskulare Zellen teilen sich igeme mit Makrophagen (MHC-II,
CD4) und kénnen phagozytieren. Wegen der Expression MHC-II werden ihnen
auch antigenprasentierende Eigenschaften zugelsehrieSie durchlaufen ebenfalls
einen Austausch mit Vorlauferzellen des Knochenmaji&doch in einem groRerem

Ausmal’ wie die parenchymalen Mikroglia.
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1.14 Elektrophysiologische Eigenschaifte

Seit der ersten Beschreibung von lonenkandlen aikrolglia wurde ein breites
Spektrum an lonenkanélen identifiziert und chanadirt. Mikroglia sind in der Lage
lonenkanéle zu exprimieren, welche selektiv fiir K*, Na', C&* und CI durchléssig
sind. Deren Expressionsgrad ist vom funktionelleistZnd abhangig in welchem sich
die Mikroglia gerade befindet (Eder 1998).

Dehnungsaktivierte GKanéle scheinen bei der Umwandlung von der améooid die
ramifizierte Form der Mikroglia eine wichtige Roli spielen, da eine Blockade der
CL-Kanale die morphologische Transformation untereir({@der et al. 1998). Ruhende
Mikroglia besitzen einen spannungsabhangigen eisggrichteten K-Kanal, welcher
sich nicht auf aktivierten Mikroglia und Makrophagéindet. Eine Aktivierung der
Mikroglia resultiert in der Reduktion der einwamsghteten Strome und der
Expression eines verzogerten auswartsgerichteteKalials (Draheim et al. 1999,
Fischer et al. 1995, Kettenmann et al. 1990, Vieegit al. 1995). Des weiteren lassen
sich die mikroglialen Membrankanédle durch ATP dapeleren. ATP wird
beispielweise von Neuronen und Endothelzellen n@gwebsschaden freigesetzt.
Damit besitzt es das Potential die transmembran&sgnale fur die Anderung der
Aktivierungszustande von Mikroglia zu liefern (Ketimann et al.1993).

Die Arbeiten von Schmidtmayer et al. (1994) zeigjedoch, dass sich dieses fir
Mikroglia spezifische Membrankanalmuster auch audnbkyten und Makrophagen
durch Ko-Kultivierung mit Astrozyten erzielen laabei nehmen die Makrophagen
und Mononzyten auch ein ramifiziertes Aussehenuara, sind damit morphologisch
und elektrophysiologisch nicht mehr von Mikroglia aunterscheiden (Bauer et al. 1994,
Rinner et al. 1995, Sievers et al. 1994).

Es sollte jedoch bedacht werden, dass der Ubermdegdeil dieser Studien an
Zellkulturen durchgefuhrt wurde, und erst zukurdtigntersuchungen zeigen werden
inwiefern sich die gewonnenen Erkenntnisse auchdaufkomplexe Situation in situ
Ubertragen lassen. So finden sich bei den wenigedie®, welche in situ durchgefuhrt
wurden, bedeutende Unterschiede im Expressionsmugte lonenkanale ruhender
Mikroglia (Walz und Bekar 2001).
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1.15 Marker zur Detektion der Mikroglia

Die Silbercarbonat-Impragnierung mit der es Riotelga 1932 erstmals gelang
Mikroglia zu identifizieren, war fir mindestens S@hre die am meisten benutzte
Methode zur Darstellung von Mikroglia. Mit der Himrung der Lektin- und
Immunhistochemie war es mdglich, Mikroglia zuvesigs und reproduzierbar
darzustellen. Trotz dieser Fortschritte und inteerIsBemihungen ist es bis heute nicht
gelungen, einen spezifischen Marker fur ruhende dgika zu finden (Guillemin und
Brew 2004, Moore und Thanos 1996). Auch der zurtaeieversprechende, flr
ramifizierte Mikroglia spezifisch erscheinende Awtiper 5-D-4 markiert lediglich eine
mikrogliale Subpopulation (Bertolotto et al. 1998ilms et al. 1999).

Um die Normalpopulation von pathologischen Alteyagn abzugrenzen, wurden fur
diese Arbeit Antigene ausgewahlt, welche konstitution mikroglialen Zellen
exprimiert werden, und andere, welche sich ledigli@kultativ auf aktivierten
Mikroglia finden. Aufgrund der grol3en Anzahl der der Literatur beschriebenen
Detektionsmdglichkeiten, soll nachfolgend nur aué din der Arbeit verwendeten
Marker eingegangen werden. Auf die Funktionen dezednen Marker wird im Kapitel
Material und Methoden noch naher eingegangen.

Das Ricinus-communis-Agglutinin-1 (RCA-1) ist einektin, welches spezifisch
mebranstandige Glykoproteine bindet, die sich aukrdlia, Makrophagen und
Endothelzellen befinden und wurde bereits von \eestenen Autoren als
Mikrogliamarker verwendet (Barcikowska et al. 1983)gel et al. 1996, Esiri und
Morris 1991, Mannoji et al. 1986).

Die Expression von CD68 wurde bereits durch einddkeon Arbeitsgruppen sowohl
auf ruhender als auch auf aktivierter Mikroglia diegeben, und wird daher fur diese
Arbeit als Referenzprotein betrachtet (Arends eR@00, Hulette et al. 1992, Ulvestad
et al. 1994, Wagner et al 1999). Der Antikorper MG4st ebenfalls gegen ein Epitop
des CD68-Antigens gerichtet und zeigt gegeniber randeAntikorpern ein
spezifischeres Reaktionsmuster mit Zellen aus denille der Makrophagen und
Monozyten (Falini et al. 1993). CD68 ist zum gr@fdteil in Lysosomen lokalisiert, zu

einem geringeren Teil findet es sich jedoch auch dmuf Zelloberflache. Es scheint
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dabei eine Rolle beim Vesikeltransport zwischessPlamembran und Lysosomen zu
spielen (Holness und Simmons 1993, Ramprasad E22).

Der in dieser Arbeit verwendete Antikorper zur Daltsng von MCH-II-Antigenen ist
gegen die Subtypen HLA-DR, -DP und —DQ gerichteé BExpression von MHC-II ist
auf perivaskularen Zellen, ruhenden Mikroglia, undverstarktem Ausmaf auch auf
aktivierten Mikroglia beschrieben (Gehrmann et )93, Hulette at al. 1992). Die
Hauptfunktion von MHC-II auf Mikroglia besteht ired Antigenprasentation im ZNS
an T-Zellen und der Initiation der T-Zell-AntworErei et al. 1994, Ulvestad et al.
1994).

Bei dem ,allograft inflammatory factor-1* (AlF-1guch als mrf-1 (microglial response
factor-1), iba-1 (ionized calcium binding adapteslecule-1) und Daintain bezeichnet,
handelt es sich um ein kalziumbindendes Peptid-JAl#ird von manchen Autoren als
Indikator fur mikrogiale Aktivierungsvorgdnge angben (Schluesener et al 1998b).
Andere wiederum beschreiben eine vom Aktivierungsad unabhangige konstitutive
Expression auf Mikroglia (Beschorner et al. 2000itélbronn et al. 2001). In dieser
Arbeit soll eine Referenz fur AIF-1 im normalen R&omark etabliert und mit dem
Expressionsmuster pathologischer Falle verglicherden.

CD45 auch als leukocyte common antigen (LCA) bdmeat, steht fur eine Gruppe von
Oberflachenproteinen welche sich auf allen Zellemdt@épeotischen Ursprungs finden.
Auf Mikroglia wird CD45 nur in geringem Umfang exmiert, findet sich jedoch in
goRRerem Umfang auf Makrophagen und perivaskulaetierz (Becher und Antel 1996,
Guillemin und Brew 2004).

Prostaglandine sind wichtige Regulatoren physiagidger und entzindlicher Prozesse
und werden von zwei Isoformen der CyclooxygenaseX& und -2) produziert. Die
Rolle der konstituiv exprimierten COX-1 bei pathakmpen Prozessen ist bisher
umstritten. Wahrend manche Arbeitsgruppen lediglidr COX-2 eine Rolle bei
pathologischen Vorgangen zuschreiben, sehen aadetein der COX-1 eine wichtige
Quelle fur entzundliche Mediatoren (Deininger et 2003, Hoozemans et al. 2001,
Maihofner et al. 2003, Schwab et al. 2000a, 20Q00,1d). Als Hauptquelle fir COX-1
im ZNS sind bei diesen Arbeiten ruhende und aktigi®ikroglia beschrieben. Daten

Uber die Expression von COX-1 im ZNS unter nicithpbogischen Bedingungen liegen
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bisher nur im Rahmen von Kontrollgruppen vor (Schwaal. 2002, Yermakowa et al.
1999).

Das endothelial monocyte-activating polypeptidéEIMAP-II) wurde ursprunglich aus
dem Uberstand von Tumorzellen gewonnen. Neben rsepreinflammatorischen
Eigenschaften spielt es noch eine wichtige Rolledse Angiogenese und Apoptose
(Berger et al. 2000). Die Expression von EMAP-H Blikroglia ist bei einer Reihe von
ZNS-Erkrankungen beschrieben worden und soll nuangpativ in nicht-reaktiv
verandertem ZNS-Gewebe untersucht werden (Brakeadk 2002, Mueller et al. 2003a,
Mueller et al. 2003b, Schluesener et al. 1997).

Das Interleukin 16 (IL-16) oder auch ,leukocyte wcimattractant factor* (LCF) hat
proinflammatorische und immunmodulatorische Eigbafien und ist auRerdem ein
Ligand des CD4-Rezeptors. IL-16 kann seine Funktigedoch auch CD4-unabhéngig
austiben. CD4 fungiert neben seiner Rolle als Reeefpir IL-16 auch noch als
Korezeptor in der MHC-II vermittelten Signaltrang&tion und dient aul3erdem dem Hi-
Virus zur Aufnahme in monozytare Zellen und der darerbundenen Invasion des
ZNS (Kedzierska und Crowe 2002, Verani et al. 20@p4 findet sich im ZNS
Uberwiegend auf perivaskularen Zellen (Perry unddGio 1988).

Im Gegensatz zu den bisher genannten Markern fisgdt unter physiologischen
Bedingungen keine Expression der beiden S-100 iReotelRP-8 und MRP-14 auf
ramifizierten Mikroglia (Mittelbronn et al. 2001)Inter pathologischen Bedingungen ist
die Expression von MRP-8 und MRP-14 auf Mikrogliai @ner Reihe von
Erkrankungen beschrieben worden. (Akiyama et al419®e et al. 1999, Engel et al.
2000, Postler et al. 1997, Schluesener et al. J998aach Erkrankung sind jedoch sehr
unterschiedliche Verlaufe der Proteinkinetik bemdten. So kommt es bei
ischamischen Erkrankungen lediglich wahrend deeerdrei Tage zu einer Expression
der MRP-Proteine auf Mikroglia (Postler et al. 1pBei traumatischen Erkrankungen
sind die beiden MRP-Proteine erst nach drei Tagann jedoch Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum auf Mikroglia nachweisbar @Etngt al. 2000). In der
vorliegenden Arbeit soll das Expressionsmusterkagden Proteine im normalen und

pathologisch veranderten Riickenmark untersucht werde
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Mit den oben beschrieben Markern soll in diesereftrbdas grundlegende mikrogliale
Expressionsmuster im normalen Riuckenmark definertden, um dadurch weitere
Erkenntnisse Uber den Funktionszustand der Mikaoginter nicht pathologischen
Bedingungen zu gewinnen. Durch den Vergleich digSsgebnisse mit diversen
Pathologien soll Gberpriuft werden, inwiefern sice gewonnenen Daten als Referenz

zur Abgrenzung gegenuber pathologischen Prozesserenden lassen.
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1.1.6 Verteilung im Grol3hirn und Rickenmark

Eines der wichtigsten Merkmale pathologischer Pssgam ZNS ist eine Proliferation
und damit Vermehrung der Mikroglia. Daher ist es gool3er Bedeutung die Verteilung
der Mikroglia im ZNS zu kennen. Ansonsten konnteteunUmstanden eine
physiologisch erhdhte Dichte mikroglialer Zellen i@inem bestimmten Areal
falschlicherweise als pathologisch interpretiertaes.

Es wurde bereits in einigen Arbeiten Uber eine ogkale Heterogenitat im ZNS
berichtet. Die wohl bekannteste Arbeit stammt vawsgon et al. (1990), welcher die
Verteilung der Mikroglia im reifen Gehirn der Mausmtersuchte. Die niedrigste
Mikrogliadichte ergab sich mit circa 5 % im cerleralKortex und Corpus callosum, die
hdchste mit etwa 12 % in der Substantia nigra. Reiseren fanden sich in der grauen
Substanz mehr Mikroglia als in der weil3en Substdnggesamt ergab sich eine
Abnahme der Dichte von Mikroglia in Richtung desoRtbenzephalons, so dass sich
die niedrigsten Werte im Kleinhirn und im Hirnstamianden. Die meisten dieser
Arbeiten, wie auch die Arbeit von Lawson, basiejedoch auf tierexperimentellen
Daten. Mittelbronn et al. (2001) fanden in ihren &stichungen des humanen ZNS
fundamentelle Unterschiede gegenlber den tieraxpetellen Arbeiten. So konnten
sie zeigen, dass im humanen ZNS die weil3e Subslianéhere mikrogliale Dichte
aufweist. Des weiteren fanden sie eine Zunahme Migroglia in Richtung des
Rhomenzepahlon mit den hoéchsten Werten im Ponsca(cirl3,4% der
Gesamtzellpopulation) und Medulla oblongata (16@&6 Gesamtzellpopulation). Die
Verhéltnisse beim Menschen sind damit denen der Mimsetral entgegengesetzt.

Die oben genannten Arbeiten beschéftigten sich jediatiglich mit der Verteilung der
Mikroglia im GroRhirn. Uber die Verteilung im Riakmark ist weitaus weniger
bekannt. Die meisten Angaben, welche die mikrogliglerteilung im Rickenmark
ansprechen, stammen ebenfalls aus tierexperimemt&tbeiten.

Griffin et al. beschrieben bereits 1972, dass imkeiimark von Katzen Mikroglia 10 %
aller glialen Elemente ausmachen. Im RickenmarkR#gte machen die Mikroglia in
der weil3en Substanz 7 % und in der grauen Subdthids der Gesamtzellpopulation
aus (Ling 1976b). Amdboide Mikroglia kommen im Ruckeark von Ratten nur

vereinzelt in der grauen Substanz vor (Ling 197@&2@s weiteren findet sich im
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Ruckenmark von Ratten ein Anstieg von Mikroglia veild der ersten beiden
postnatalen Wochen, um danach wieder abzunehmeur (&aal. 1993). Allerdings
wurde diese Abnahme der GroRenzunahme zugeschrigieemit dem Wachstum des
Ruckenmarks einhergeht, und nicht einer Abnahmebsoluten Zahl an Mikroglia. In
adulten Ratten fand sich die hdchste mikroglialehi in der weiRen Substanz des
Kleinhirns und im lumbalen Rickenmark (Vass undshaann 1990).

Im Gegensatz dazu fanden Untersuchungen des sicwickeinden humanen
Ruckenmarks keine Unterschiede in der regionalerelieng von Mikroglia (Rezaie
und Male 1999, Rezaie et al. 1999, Wierzba-Bobravetal. 2001). Untersuchungen
des normalen humanen, adulten Ruckenmarks wurddrerbim Rahmen von kleinen
Kontrollgruppen im Vergleich zu diversen pathokmjien Bedingungen durchgefihrt.
Schmitt et al. (2000) fanden in der Kontrollgrugpeer Arbeit eine hohere Dichte an
MCH-II" Mikroglia in der weiRen Substanz, ohne diese Argaj@edoch genauer zu
quantifizieren. Fiur die ebenfalls mit einem Antigér gegen CD68 durchgefiihrten

Farbungen ergaben sich keine regionalen Untersehied
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1.2 Ziele der Arbeit und Fragestellung

Die Mikroglia ist die immunologische Haupteffektelte im ZNS. Aktivierung und
Proliferation mikroglialer Zellen gelten heutzutage wichtigste Erkennungsmerkmale
fur nahezu jeden pathologischen Prozess des matsainlZNS. Da bis heute kein
spezifischer Marker fur ruhende Mikroglia etabligst, gelingt die Abgrenzung
gegenuber pathologischen Prozessen nur Uber erhiiktegliale Proliferationsraten,
morphologische Veranderungen oder die Expressiaersir Proteine. Um diese
Abgrenzung mit hinreichender Sicherheit zu bewetkgen, ist es notwendig, die
Dichte, Morphologie und die Proteinexpressionmusgter Mikroglia im normalen ZNS
zu kennen. Bis jetzt gibt es keine Arbeit, welchesd Parameter im adulten, nicht-
pathologisch alterierten menschlichen Riickenmar&raatht hat.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Verteilung vonikMglia in verschiedenen
Ruckenmarksregionen einer Normalpopulation zu eswdn, sowie ein erstes
grundlegendes Proteinexpressionsmuster zu etahlidder Vergleich mit diversen
Pathologien soll dariber hinaus Uberprufen, inwresech diese Daten zur Abgrenzung

von pathologischen Prozessen eignen.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Patientendaten

2.1.1 Normalriickenmark

Bei den fir diese Arbeit verwendeten Rickenmarkstpenw der Normalgruppe ergaben
sowohl die makroskopischen, als auch die histotbgis neuropathologischen
Untersuchungen (inklusive immunhistochemischer tsoighungen) keinen Anhalt fur
eine pathologische Veranderung oder eine BeteiligieggRiickenmarks. Bei Patienten
mit einem anamnestisch bekannten Trauma wurden@aesch Farbungen mit 3-APP
und Neurofilament durchgefuhrt, um mégliche frila¢ghplogische, mit konventionellen
histologischen Methoden nicht nachweisbare Veramdgm des Ruckenmarks
auszuschliessen. Um eine Beteiligung des ZNS imnfah von entzindlichen
Erkrankungen und Neoplasien auszuschliessen, wur8i@rbungen mit dem
Proliferationsmarker MIB-1 durchgefiihrt, der gegeias proliferationsassoziierte
Antigen Ki-67 gerichtet ist. Des weiteren wurdeite aPatienten mit neurologischer
Symptomatik ausgeschlossen, mit Ausnahme einesriéati, der eine Rekurrensparese
durch eine Tumorinfiltration aufwies (Fall 7, Taled]). Da diese jedoch keine
neurodegenerativen Veranderungen in den untersucRéckenmarksabschnitten
induziert, wurde der Patient nicht von der Normalgation ausgeschlossen. Leichte
terminale hypoxische Schadigungen wurden im Rahdemim Verlauf des Todes
eintretenden Ereignisse als physiologisch auftreteRtbzesse gewertet, und flhrten
nicht zum AusschluR der Patienten aus der Gruppé\demalfalle. Einen Uberblick

uber die klinischen Daten gibt Tabelle 1.
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2.1.2 Pathologisches Ruckenmark

Die pathologischen Falle enthalten ein breites 8pek an Erkrankungen, unter
anderem entzundliche, neoplastische, metabolissfaskuléare, traumatische und
degenerative Erkrankungen (siehe Tabelle 2). D&durkonnten mehrere
unterschiedliche Krankheitsbilder untersucht und sier Normalpopulation verglichen
werden. Die Diagnosen wurden im Rahmen der umfassemeuropathologischen
Diagnostik gestellt, unter Einbezug aller Aspekte Makroskopie, Histologie und der

klinischen Daten.
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2.1.3

Klinische Daten

Tabelle 1:Patienten mit neuropathologisch nicht verandefgrokenmark

Fall |Alter |Geschlecht |Erkrankungen Todesursache
1 42 (W Keine Hamorrhagischer Schock nach Verkehrunfall
2 25 M Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie; Rechtsherzinsuufizienz
Kardiomyopathie
3 38 [M ,Cancer of unknown primary’ mit Leberversagen
multiplen Metastasen
4 67 (M Depressives Syndrom; Suizid durch Kopfschuss
Substanzenabusus
5 19 (M Keine Schweres Schéadel-Hirn-Trauma nach Verkehrsunfall
6 59 [M Metastasierendes Bronchialkarzinom; [Multiorganversagen bei dekompensiertem Cor
Hypopharynxkarzinom; Pankreatitis pulmonale durch Bronchopneumonie und
Lungenfiliae
7 67 M Metastasierendes Bronchialkarzinom; [|Herz-Kreislaufversagen
Rekurrenzparese; Lugenembolie bei
tiefer Beinvenenthrombose
8 69 (W Diabetes; Septischer Schock;
Pneumonie Coma diabeticum
9 77 (W Oesophagusperforation; Septischer Schock mit Multiorganversagen
Peritonitis; Pleuritis
10 |71 |M Arterielle Hypertonie; kardiogener Schock durch Hinterwandinfarkt mit

Nikotinabusus

Mitralklappenabrifd
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Tabelle 2:Pathologische Falle

Fall |Alter |Geschlecht ¥NS-Pathologien Sonstige Erkrankungen
11 |34 M Multiple Sklerose (Schilder-Typ) Diabetes mellitus Typ 1;
rezidivierende urogenitale und pulmonale Infekte
12 |56 F Multiple altere Infarkte in Grof3hirn, Hochgradige Arteriosklerose;
Kleinhirn und Basalganglien chronische Endokarditis;
Aspirationspneumonie
13 |59 (M Vaskuléare Myelopathie; Metastasierendes Oesophaguskarzinom; Ulkus
Einblutung Pyramidenbahn und ventrikuli; Arteriosklerose; Koronare
Vorderhdrner Herzerkrankung;
Alkohol- und Nikotinabusus; Pneumonie
14 |67 |F Amyotrophe Lateralsklerose Bronchopneumonie;
Lungenddem
15 |56 M Guillain-Barré-Syndrom allergischer Schock nach Immunabstruktion mit:
Nierenversagen, Rhabdomyolyse, Hamolyse;
Thrombose Vena jugularis rechts
16 |71 |F Sepsis nach bakterieller Meningitis; Sepsis; Mastoiditis;
Kleinhirninfarkt durch septische Embolie; |Vorhofflimmern;
Sinusvenenthrombose Mitralklappeninsuffizienz
17 |43 F Plasmozytom mit intrakranieller, ossérer |Metabolisches Syndrom
und dermaler Ansiedelung;
Meralgia paraesthetica
18 |66 M Subarachnoidalblutung; Koronare Herzerkrankung;
rezidivierende Krampfanfalle; periphere arterielle Verschlusskrankheit Grad Il
progrediente Hemiparese links
19 |58 [M Adulter Morbus Alexander; Chronische Pankreatitis;
Chronische neurogene Muskelatrophie  |Herzinsuffizienz; arterielle Hypertonie;
Cholezystolithiasis
20 |76 F Cerebrale Mikroangiopathie; Koronare Herzerkrankung; chronisch ulzerierende
hoéhergradige Arteriosklerose Cholezystitis; Fieber unklarer Genese;
der Arteria basilaris Kardiomegalie
21 |77 |F Meningitis durch septische Streuung Unterschenkelphlegmone; septischer Schock;
einer Unterschenkelphlegmone Diabetes mellitus Typ Il; Leberzirrhose;
Abszess linker Lungenunterlappen
22 |78 |F Symptomatische Epilepsie seit Operation |Aspirationspneumonie;
einer frontalen Zyste (1967); Liquorshunt|Zustand nach Reanimation
hypoxische Enzephalopathie
23 |61 M Amyotrophe Lateralsklerose Koronare Herzerkrankung; Refluxoesophagitis;
beningne Prostatahyperplasie;
Misere und Teerstuhl
24 |87 F Infarkt im linken Putamen (Stadium 1) ,cancer of unknown primary’ mit pulmonalen Filiae;
Chronisch obstruktive Atemwegserkrankung;
arterielle Hypertonie; multiple Nierenzysten
25 |55 |M Cephalgien mit unklaren Synkopen; Oropharynxkarzinom; Darmulzeration;

Alzheimer Typ Il Glia; entz. Durainfiltrate

Destruierender Prozess Halswirbelkdrper 1
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2.2 Standardisierung der untersuchten Regionen

Um die Verteilung der Mikroglia hinsichtlich derdHenlokalisation zu untersuchen,
erfolgte die Enthahme von Gewebeproben aus denewhard unteren Cervikal- und

Lumbalmark, dem oberen, mittleren und unteren Thkedraark, sowie dem Sakralmark.
Die Hohenzuordnung erfolgte anhand der Austrittiesteder Spinalnerven aus dem
Ruckenmark (siehe Abbildung 1). Des weiteren etéolgine Untergliederung der
einzelnen Hohen in die Graue und Weil3e Substanz.Azswertung wurden in der

WeilRen Substanz zusatzlich die Vorder-, Seiten- limtersdule getrennt ausgewertet.
In der Grauen Substanz wurde das Gebiet um denmaflkamal als gesonderte Region
untersucht (siehe Abbildung 2). An den jeweiligedhen wurden somit jeweils die

Vordersaule, Seitensaule, Hintersdule, Graue Substand das Gebiet um den
Zentralkanal untersucht. Diese Unterteilung erfalgtm das Rickenmark hinsichtlich

bestimmter Kerngebiete und funktioneller Bahnsystemtersuchen zu kénnen.
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Cc1
c2 }Oberes Cervikalmark
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C4
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< ] Unteres Cervikalmark
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Cervikalmark [

Thorakalmark

Lumbalmark

Sakralmark

L2

}Oberes Lumbalmark
L3

L4
]Unteres Lumbalmark
L5

Abbildung 1: Untersuchte Hohen (die geschweifte Klammern kechnen den

Bereich, aus welchem jeweils eine Gewebeprobe antren wurde)



MATERIAL UND METHODEN

-27 -

Hintersaule

Seitensaule

Vordersaule

Abbildung 2 :Untersuchte Regionen

Graue Substanz

Zentralkanal
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2.3 Herstellung der histologischen Praparate

Das entnommene Ruckenmarksgewebe wurde in 4%-igeormdhin in
phosphatgepufferter Salzlésung (ph 7,4) fixiertn&eh erfolgte die Entwasserung in
einer aufsteigenden Alkoholreihe und Chloroform, igodie Einbettung in Paraffin.
AnschlieRend wurden von den Paraffinblécken ca. 3gioke Schnitte an einem
Mikrotom (Leica 2040, Bensheim, Germany) angefértigelche dann auf Silan-
beschichtete Objekttrager aufgezogen wurden.

Um die Schnitte fir immunhistochemische Untersuckuangorzubereiten, erfolgte
zunachst die Entparaffinierung in Chloroform (3 ® inin.). Danach wurde die
Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihéd@0100%, 96%, 70%, destilliertes

Wasser, jeweils 2 min.) durchgefuhrt.

2.4 Immunhistochemie
24.1 Auswahl der Antikorper
2411 AlF-1

Der AIF-1 (allograft inflammatory factor-1) wurdergpriinglich aus transplantierten
Rattenherzen mit chronischen Abstossungsreaktigaewnnen. Es handelt sich um ein
durch Interferon-gamma induzierbares, 17-kDa schsye€a'-bindendes EF (edema-
factor)-Hand Protein, dessen Gen auf Chromosomgb (Utans et al. 1995). AlF-1 teilt
weitgehend identische Aminosauresequenzen mit &rea Proteinen: IBA-1 (ionized
calcium binding adapter molecule), MRF-1 (micragliesponse factor-1) und Daintain
(Deininger et al. 2002). Im normalen ZNS wird AlFKbnstitutiv von Mikroglia
exprimiert (Mittelbronn et al. 2001). Eine Hochreafidn findet sich bei verschiedenen
inflammatorischen, traumatischen und ischamiscrar@dgungen des ZNS (Postler et
al. 2000, Schluesener et al. 1998b, Schwab et0@lld). Der in der Arbeit verwandte
Antikorper wurde freundlicherweise von Prof. Sclskereer, Institut fur Hirnforschung,
Tlbingen, zur Verfigung gestellt und stammt von Eema BMA, Augst, Schweiz
(Klon 1022-5).
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24.1.2 CDh4

CD4 ist ein transmembrandses Glykoprotein mit eifdotekulargewicht von 59 kDa,

welches sich vor allem auf T-Helfer-Zellen findé&s findet sich jedoch auch auf
Mikroglia, Makrophagen, Monozyten und perivaskuiézellen des ZNS (Perry und
Gordon 1987). CD4 agiert als Ko-Rezeptor in der MH@ebundenen Aktivierung von

T-Zellen (Sakihama et al. 1995). Des weitereressein Rezeptor fur IL-16 und spielt
eine Rolle bei der Infektion mit HI-Retroviren (Genet al. 1996, Kwong et al. 1998).

Der Antikorper stammt aus dem Klon 1F6 der Firmadtastra, Newcastle, England.

2.4.1.3 COX-1

Eikosanoide (Prostaglandine, Thromboxane und Rrgdiae) entstehen durch die
Prostaglandin-H-Sythase unter Mitwirkung der Cyglmgenasen (COX) und spielen
eine wichtige Rolle bei der Regulation vieler Kafpektionen (Dubois et al. 1998,
Smith et al. 1996, Williams et al. 1999). AbbilduBggibt einen Uberblick tUber die
Eikosanoid-Synthese. Von den Cyclooxygenasen gsbimehrere Isoformen, wobei
COX-1 konstitutiv in den meisten Geweben exprimweird. COX-1 ist verantwortlich
fur die Produktion von Prostaglandinen mit home@sthen Funktionen wie z.B. der
Erhaltung der Integritéat der Magenschleimhaut, Béferenzierung von neuronalen,
monozytaren und Stammzellen, der Regulation dewormbobzytenfunktion und des
renalen Blutflusses (Crofford 1997, Hoff et al. 398aplan et al. 1997, Shillabeer et al.
1998). Neben diesen physiologischen Funktionentsp{@X-1 aber auch eine Rolle in
ischamischen, traumatischen, entzindlichen, netigtaen und degenerativen ZNS-
Erkrankungen (Deininger und Schluesener 1999, Dgériet al. 2000a, Schwab et al.
2000a, Schwab et al. 2000b, Yermakova et al. 1998).polyklonale Antikodrper (sc-
1752) wurde von der Firma Santa Cruz, Heidelberpgen.
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Phospholipide
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Araclidongaure

' v
Prostaglandin-G2

b
Prostaglandin-H2

Progtacycline  Thromboxane Prostaglandine

Abbildung 3:Eikosanoid-Synthese

2414 CD68 / PG-M1

CD68 ist ein 110 kDa schweres transmembrandses @igten, welches vor allem als
Marker von Monozyten, Makrophagen und Mikrogliawendet wird. Es findet sich
jedoch auch auf dendritischen Zellen, GranulozyiéiN;Zellen, B-Lymphozyten und
aktivierten T-Lymphozyten (Hameed et al. 1994, ltelet al. 1992, Strobl et al. 1995,
Ulvestad et al. 1994). CD68 ist zum grol3ten TeiLysosomen lokalisiert, zu einem
geringeren Teil findet es sich jedoch auch aufZigloberflache und gehdort zur Familie
der lamp (lysosomal-associated membrane glycom®teProteine , welche eine Rolle
beim Vesikeltransport zwischen Plasmamembran ursddgmen spielen (Holness und
Simmons 1993, Ramprasad et al. 1996). Des weitgit@nes Hinweise, dal3 CD68
einen Rezeptor fur oxidierte LDLs darstellt, undgnitaeine Rolle in der Pathogense der
Atherosklerose spielen konnte (van der Kooij etl@07). Der AntikOrper stammt aus
dem Klon KP-1 (Dako, Hamburg).

Bei PG-M1 handelt es sich ebenfalls um einen Amgkd gegen CD68, welcher durch
Immunisierung von Mausen mit Milz-Zellen aus eindPatientenen mit Morbus

Gaucher gewonnen wurde. Dieser Antikorper detekeier fixativresistentes Epitop der
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Makrophagen-restringierten Form des CD68-AntigémsGegensatz zu anderen CD68-
Antikorpern welche sowohl mit Makrophagen als aucit unreiferen, myeloischen
Zellen reagieren, detektiert dieser Antikorper iegend Zellen der monozytaren
Zellfamilie (Falini et al. 1993, Groisman et al.(&). Der Antikdrper stammt aus dem
Klon PG-M1 der Firma Dako (Hamburg).

24.15 EMAP-II

EMAP-II (endothelial monocyte-activating polypemitl) wurde urspriinglich aus dem
Uberstand von Tumorzellen gewonnen und ensteht Apeiptose durch Caspase-
vermittelte Abspaltung aus der p43-Komponente dedtisynthetase-Komplexes, bei
welchem es sich um einen Komplex bestehend ausi@gayl-tRNA-Synthetasen und
den Kofaktoren p43, p38 und pl4 handelt (Shala&l.e2001, Quevillon et al. 1997).
EMAP-II bewirkt in Neutrophilen eine Produktion véteroxidase, in Monozyten eine
Induktion von TNFe und in Endothelzellen eine Induktion von von Wiliand-Faktor
und eine Expression der Adhasionsmolekile E-Selekid P-Selektin. Des weiteren
wirkt es chemotaktisch auf Monozyten und Neutraphih Tumorzellen induziert es
eine erhodhte Sensitivitat fur TNdF-und hat aul3erdem eine proapototische Wirkung auf
Lymphozyten (Kao et al. 1994, Murray et al. 200daméamoto et al. 2000). Die
Expression von EMAP-II durch Mikroglia wurde beinteiindlichen, toxischen und
traumatischen Schadigungen des ZNS beschriebebd&kaet al. 2002, Mueller et al.
2003a, Mueller et al. 2003b, Schluesener et al. 19893 wurde der Antikdrper des
Klons 546-2 (BMA, Augst, Schweiz) verwendet.

2.4.1.6 CD45 (LCA)

CD45 (Synonym: LCA - leukocyte common antigen) &h membranstandiges
Glykoprotein mit Tyrosin-Phosphatase-Aktivitat, waleés sich auf allen Zellen
hamatopoetischen Ursprungs findet (Shah et al. 1¥8)xind 5 Isoformen zwischen
180 und 240 kDa bekannt, welche durch alternativelécing des auf Chromosom 1
liegenden Gens entstehen. Durch seine Tyrosin-RbesgpAktivitdt spielt es eine
wichtge Rolle in der Differenzierung und Aktiviegirvon immunologischen Zellen
(Alexander 2000, Kishihara et al. 1993, Trowbridgel Thomas 1994). Des weiteren
besitzt CD45 noch die Eigenschaften der Inhibitvam JAK (Janus kinase) Kinasen,
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welche an der Signaltransduktion von Zytokinrezeptdseteiligt sind (Irie-Sasaki et al.
2001). Punktmutationen des CD45-Gens sind moghekise an der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen wie z.B. der Multiplen Skkgaund des systemischen Lupus
erythematodes beteiligt (Jacobsen et al. 2000, Bealewet al. 2003). Das verwendete
Antikérpergemisch der Firma Dako, Hamburg enth&@leizAntikérper (Klon PD7/26
und Klon 2B11) gegen das LCA und erkennt alle fgofdrmen.

2.4.1.7 IL-16 (LCF)

Interleukin 16 (IL-16; Synonym: LCF — leukocyte omeattractant factor) ist ein

proinflammmatorisches Zytokin welches von Epithiére Mastzellen, Fibroblasten,
eosinophilen Granulozyten, Lymphozyten, Makrophageda Mikroglia sezerniert wird

(Center et al. 1997, Schluesener et al. 1996)6llistiein Ligand fur den CD4-Rezeptor
und hat neben seinen chemotaktischen Eigenschaft@nflammatorische Effekte

durch Produktion von Zytokinen und Induktion dermEession von HLA-DR und des
IL2-Rezeptors (Cruikshank et al. 1987, Mathy et28100). Aul3erdem bewirkt IL-16

eine Inhibition der T-Zell-Rezeptor/CD3 abhangigettivierung und eine Suppression
der HIV-1-Transkription (Baier et al. 1995, Cruiksik et al. 1996, Theodore et al.
1996). Die Beteiligung von IL-16 konnte bei eineo@en Zahl von entztndlichen
Erkrankungen nachgewiesen werden (Cruikshank &0&l0). Die Expression von IL-

16 durch Mikroglia spielt ebenfalls eine Rolle kaitzindlichen und degenerativen
Erkrankungen des ZNS (Guo et al. 2004, Schluesenhel. 1996). Der Antikorper

stammt aus dem Klon G11/Il der Firma BMA, Augsth®eiz.

2.4.1.8 MHC-Il (HLA-DR;-DP;-DQ)

Das HLA-System ist komplexes, autosomal-kodominambliches System von
Histokompatibilitdtsantigenen des Menschen, welelué der Oberflache fast aller
Zellen vorkommen und damit eine zentrale Rolle in emunabwehr spielen. Die
Gewebsantigene werden vom major histocompatibiigpmplex (MHC) kodiert,
welcher auf dem kleinen Arm von Chromosom 6 lokaittsist. MHC-Klasse-II-
Molektle werden von den Genlokalisationen HLA-DBP-und -DQ kodiert, gegen
welche auch der benutzte Antikérper aus dem KloB/@R (Dako, Hamburg) gerichtet

ist (Forsum et al. 1985). Die Hauptfunktion von MHC besteht in der
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Antigenprasentation an T-Zellen. MHC-Il findet sichvor allem auf
antigenprasentierenden Zellen wie B-Lymphozyten kidphagen, Monozyten und
Mikroglia. Des weiteren sind bestimmte MHC-Klassédhtigene mit zahlreichen
Erkrankungen wie z.B. dem Morbus Bechterew (HLA-B2ind der Rheumatoiden
Arthritis (HLA-DR4) assoziiert (Powis und Trowsd&l®©91). Die MHC-II-Expression
ist auf ruhenden und aktivierten Mikroglia beschee worden (Gehrmann et al. 1993,
Mittelbronn et al. 2001).

24.1.9 MRP-8 / MRP-14

MRP-8 (S100A8) und MRP-14 (S100A9) gehdren beide Eamilie der C&-
bindenden S100-Proteine. Sie werden vor allem vean@ozyten, Monozyten und
Makrophagen in akuten entzindlichen Lasionen exprim Die beiden Proteine
kommen sowohl als Monomere wie auch als Homo- uetttddimere vor (Hunter und
Chazin 1998, Nacken et al. 2003). Der MRP-8/-14ektatomplex ist auch bekannt als
Calprotectin oder L1-Protein. Calprotectin  spielt inee  Rolle im
Arachidonsaurestoffwechsel und ist ein potentesn@haxin fur Neutrophile und
Monozyten (Klempt et al. 1997, Ryckman et al. 20@&He Expression von MRP-8 und
MRP-14 auf Mikroglia wurde bei entziindlichen Verangwgen, Ischamien und
Traumata des ZNS beschrieben. Unter physiologis@&eghngungen findet sich keine
Expression in parenchymalen Zellen des ZNS (Akal.e1999, Beschorner et al. 2000,
Mittelbronn et al. 2001, Postler et al. 1997, Sebkner et al. 1998a). Es wurden
Antikérper der Firma BMA, Augst, Schweiz (MRP-8: dfl 8-5C2, MRP-14: Klon
S36.48) verwendet.

2.4.2 Antikdrper zum Ausschluss pathologischer Altationen
Die Antikorper gegen die nachfolgenden Antigenedeur zusatzlich zum Ausschluss
diskreter, histologisch nicht nachweisbarer trauscher, inflammatorischer und

proliferativer Veranderungen eingesetzt.

24.2.1 B-APP
B-APP @-Amyloid Precursor Protein) ist ein in Neuronen kammendes Protein,
welches einem schnellen anterograden axonalen [doeansunterliegt. Eine

Unterbrechung der axonalen Transportfahigkeit fldut einer Akkumulation des
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Protein, welches dann immunhistochemisch nachgewiagerden kann. Dadurch hat
sich3-APP als hervorragender Marker fir axonale Schéadjgn erwiesen. Dabei spielt
es keine Rolle, auf welche Art diese Schadigunglgt;fund es kann bei ischamischen,
entzindlichen, traumatischen, metabolischen undhatagven Schadigungen eines
Axons nachgewiesen werden (Dolinak et al. 2000g#s®on et al. 1997, Gentleman et
al. 1993, Mankowski et al. 2002, Oehmichen et 8891 Reichard et al. 20033-APP
kann bereits drei Stunden nach dem schadigendégnisreletektiert werden (Geddes et
al. 2000, Sherriff et al. 1994). AulRerdem findethseine Akkumulation in senilen
Plagues von Patienten mit demenzieller Entwickl(#gi et al. 1991). Es wurde der

Antikorper (Klon 22C11) der Firma Chemicon, TemegWSA benutzt.

2422 Neurofilament

Neurofilamente sind Bestandteile des neuronalemmskgletts. Sie bestehen aus drei
Untereinheiten (NF-L, NF-M und NF-H) welche vom Memnzellkdrper in das Axon
transportiert werden. Dort bildet NF-L dann Hetermoeie mit NF-M oder NF-H und
formt dadurch die endgtltigen Filamente. Akkumwalaén von Neurofilamenten finden
sich bei einer Reihe von neurodegenerativen Erknragd, welche mdglicherweise
durch eine Stérung des axonalen Transports vehrseerden (Julien und Mushynski
1998, Miller et al. 2002). Des weiteren detektiedantikrper gegen Neurofilament
auch geschadigte Axone bei traumatischen Schadegudgs ZNS (Chen et al. 1999,
Grady et al. 1993, Meller et al. 1993). Der Antiér stammt von der Firma Dako,
Hamburg (Klon 2F11).

2.4.2.3 Ki-67

Ki-67 ist ein Kernprotein, welches sich nur in pieierenden Zellen findet (Gerdes et
al. 1983). Dadurch eignet es sich hervorragendidemtifizierung von sich teilenden
Zellen bei neoplastischen und entziindlichen Alienain, und ist ein wichtiger Marker
hinsichtlich der Prognose bei einer Reihe von Twarleankungen (Brown und Gatter
2002, Kim et al. 2001, McKeever 1998). Der verweaadentikorper des Klons MIB-1
ermoglichte erstmals die Detektion von Ki-67 in d&tn-fixiertem Gewebe, und wurde

von der Firma Dako, Hamburg bezogen (Cattoreti.et992).
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2.4.3 Antikoérper zur Darstellung von Astrozyten

In einigen Arbeiten wurde eine MHC-II-Expression f ateaktiven Astrozyten
beschrieben, welche sich im ZNS ansonsten Uberwiegauf Mikroglia bzw.
Makrophagen findet (Zeinstra et al. 2000). Da @alschen Astrozyten und Mikroglia
teilweise morphologische Ahnlichkeiten finden, wurdsxemplarisch Doppelfarbungen
mit mikroglialen Markern (MHC-Il, CD68) und einemn#ikorper gegen das saure
gliale Faserprotein (GFAP — glial fibrillary acidierotein) welcher von der Firma

Chemicon International, Temecula, USA stammt, dustiyt.

244 Lektinhistochemie mit RCA-1

RCA-1 (Ricinus Communis Agglutinin-1) gehdrt zumfiée der Lektine. Lektine sind

Glykoproteine welche spezifisch an membranstandigekerreste binden. RCA-1
bindet spezifisch an den Zuckerrest [3-D-Galaktosydlcher sich auf Mikroglia,

Makrophagen und Endothel befindet. Des weiterem $Reaktionen mit reaktiven
Astrozyten beschrieben worden (Hulette et al. 1982nnoji et al. 1986). Das in dieser

Arbeit verwendete Lektin stammt von der Firma VecBurlingame, USA.

2.4.5 Vorbehandlung, Immunhistochemiend Lektinhistochemie

Zur Freilegung der Antigene erfolgte falls nétigeVorbehandlung der Schnitte in der
Mikrowelle in Zitratpuffer (pH 6,0; 5 x 5 min beb® Watt). Die endogene Peroxidase
wurde mit 1% Wasserstoffperoxid in Methanol blocki@5 min.). Zur Verhinderung
von unspezifischen Antikérperbindungen wurde dasvébe fir finfzehn Minuten in
mit 1:10 mit TBS (tris-buffered saline) verdinnteachweineserum inkubiert. Die
Schnitte wurden dann jeweils mit dem in TBS-Losuwmgrdiinnten Antikdrper
(Verdinnung siehe Tabelle 3) fir eine Stunde inkdbiNach dem Spilen mit TBS-
Puffer erfolgte dann fir 30 Minuten die Inkubatimit biotinylierten anti-Maus F(aky)
bzw. anti-Hase F(alp)Brickenantikdrper, entsprechend der Klonalitat des
Primarantikdrpers. Nach einem weiteren Waschvorgafwggte die Inkubation mit dem
Peroxidase-gekoppelten Avidin-Biotin-Komplex (ABOAKO, Deisenhofen) fir 30
Minuten. Dem anschlieBenden Waschvorgang folgte Iikkubation mit 3,3'-
Diaminobenzidin (DAB, Sigma) als Chromogen, um #pmhe Antigenbindung

sichtbar zu machen. Zur Sichtbarmachung der Zelkerfolgte bei allen Schnitten die



MATERIAL UND METHODEN - 36 -

Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Danach wurden dientsh in einer aufsteigenden
Alkoholreihe sowie Xylol dehydriert und anschliesdemit einem Deckglas versehen.
Zur Uberprufung der Spezifitat der Methode wurderi bden Farbungen
Positivkontrollen (Milz, Tonsille, Lymphknoten) rgeflhrt. Die Negativkontrolle
erfolgte durch Ersatz des primaren Antikdrpers mBS-Pufferlosung. Bei der
Lectinhistochemie wurde analog zur Immunhistochemgggegangen. Bei dieser
Methode erlbrigt sich jedoch die Vorbehandlung 8ithweineserum und der
Mikrowelle. Des weiteren wird kein Brickenantikorgeenotigt, so dal’ gleich nach der
Lektininkubation mit dem Avidin-Biotin-Komplex fagefahren werden kann. RCA-1

wurde in einer Verdinnung von 1:5000 angewendet.

Antikorper gegen [Verdinnung |Spezifitat Vorbehandlurg [Positivkontrollen

AlF-1 1:100 Monoklonal | Mikrowelle Tonsille

CD4 1:20 Monoklonal | Mikrowelle Tonsille

COX-1 1:200 Polyklonal Mikrowelle Tonsille

CD68 1:150 Monoklonal | Mikrowelle Tonsille, Milz, Lymphlaten
EMAP-II 1:100 Monoklonal | Mikrowelle Tonsille, Milz (Ratte)
CD45 (LCA) 1:100 Monoklonal | Keine Milz

IL-16 (LCF) 1:100 Monoklonal | Mikrowelle Tonsille, Lymphknoten
MHC-II 1:50 Monoklonal | Mikrowelle Lymphknoten

MRP-8 1:100 Monoklonal | Mikrowelle Tonsille

MRP-14 1:100 Monoklonal | Mikrowelle Tonsille

PG-M1 1:100 Monoklonal | Mikrowelle Tonsille, Milz, Lymphlaten
B-APP 1:50 Monoklonal | Mikrowelle Morbus Alzheimer
Neurofilament 1:100 Monoklonal | Mikrowelle Multiinfarkt-Demenz
Ki-67 1:100 Monoklonal | Mikrowelle Diffus grof3zelliges Belf-Lymphom
GFAP 1:500 Polyklonal Keine Gliom

Tabelle 3:Verdinnung, Spezifitdt, Vorbehandlung und Posdntkollen der Antikorper
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2.4.6 Doppelfarbungen zur Uberprifung der Selektiviit

Um nicht selektive Anfarbung von Mikroglia zu Gbsdifen, wurden stichprobenartig
Doppelfarbungen durchgefihrt. Hierzu wurden, wie der ABC-Methode bereits

beschrieben, die Vorbehandlungen durchgefihrt, derderste monoklonale Primér-
sowie der Brickenantikdrper appliziert. Anstelles deeroxidase-gekoppelten AB-
Komplexes wurde jedoch ein AP-Komplex (AlkalischkoBpatase, Dako) und Fast
Blue BB Salz (Sigma, Deisenhofen) als Chromogenveedet. Nun erfolgten erneut
die Vorbehandlungen, ohne jedoch das Blockieren el@togenen Peroxidase zu
wiederholen. Danach wurde mit dem zweiten monoKkemarimarantikdrper, wie

bereits beschrieben, die ABC-Methode mit DAB alsddiogen durchgefiihrt. Bei den
Doppelfarbungen wurde keine Gegenfarbung mit Héaryéito durchgefihrt, und die

Schnitte wurden anschlielend mit Hilfe des wasskelien Eindeckmittels Immu-

Mount (Shandon, Pittsburgh, USA) mit einem Deckglasehen.

2.4.7 lIsotypenkontrolle

Um eine unspezifische Bindung der verwendeten maomakén Antikdrper

auszuschliessen,  wurden mit den  ensprechenden  AmikSubtypen

Isotypenkontrollen durchgefiihrt. Hierzu wurde einnoklonaler Antikdrper gegen ein
Antigen des Aspergillus niger (Dako, Hamburg) vamdia welches in menschlichem
Gewebe nicht vorkommt. Diese Kontrolle erfolgte flie Subtypen IgG1 (MHC-II,

CD68, MRP-8, MRP-14, IL-16) und IgG2b (AIF-1). Zuedem Zweck wurde die
bereits beschriebene ABC-Methode durchgefuhrt, derdjeweilige Primar-Antikorper

durch den Isotyp-Antikdrper in entsprechender Imgiobulinkonzentration ersetzt.

2.5 Lichtmikroskopische Auszahlung und Auswertung

Die Auswertung erfolgte an einem Mikroskop ModelK®) der Firma Olympus
(Hamburg, Deutschland). Mit Hilfe eines Zahlokulamsrde in jeweils 10 Feldern von
0,25 mm Seitenldnge in allen Ruckenmarksregionen pmezentuale Anteil der
Mikroglia an der Gesamtzellpopulation bestimmt.@abiet des Zentralkanals wurden,
aufgrund der kleinen Flache die dieses Gebiet eimitj jeweils nur 4 Felder von 0,25
mm Seitenlange ausgewertet. Bei den Normalféllerdemunur positiv gefarbte Zellen,

die einen deutlich sichtbaren Zellkern und die femeirte Erscheinungsform der
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Mikroglia aufwiesen, gewertet. Bei den pathologacthFallen wurden sowohl
ramifizierte als auch aktivierte Mikroglia, die Bipositiv anfarbten und einen Zellkern
aufwiesen, in die Bewertung aufgenommen. ZelleBlutgefaRen und positiv gefarbte
Strukturen, die nicht eindeutig einem Zellkern zumnen waren, wurden nicht
gewertet. Der prozentuale Wert wurde gewahlt, umxatidnsbedingte
Schrumpfungsartefakte und Artefakte, die durch nscteedliche Schnittdicke,
aufgrund unterschiedlicher Erwarmung der Blockestetien, zu vermeiden. Des
weiteren ist durch die prozentuale Auswertung eessere Vergleichbarkeit mit

anderen Studien gegeben, welche ahnliche Auswexvenighren verwenden.

2.6 Statistische Methoden

Die Werte der Anteile von positiven Zellen am Getattanteil wurden vor

Durchfuihrung einer Varianzanalyse (ANOVA) mittelsrdArcussinuswurzelfunktion

transformiert. Als feste Faktoren wurden wechseeeAntikorper oder Region, als
zufalliger Faktor der individuelle Fall gewéhlt. 2doc Analysen wurden mit Hilfe des
Tukey HSD Tests auf einem globalen alpha-Niveau V% durchgefihrt.

Anschliessend wurden durch Rducktransformation didttelverte sowie die

entsprechenden 95%-Konfidenzintervalle bestimmtiefRazintervalle wurden durch
Rucktransformation der arcussinuswurzeltransfortamreMittelwerte (+/- 1,96-facher
Standardabweichung) auf der Basis einer aus 10ithain bestehenden Kontrollgruppe

berechnet.
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3 ERGEBNISSE
3.1. Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung

3.1.1 Ausschluss pathologischer Alterationen

Die bei den Normalfallen mit den Antikérpern gegBrAPP und Neurofilament
durchgefuhrten Farbungen zeigten in keinem derrsuntéten Falle ein pathologisches
Expressionsmuster. Dadurch konnten axonale Schégieyu durch ischamische,
entzindliche, traumatische, metabolische und degdewe Erkrankungen
ausgeschlossen werden.

Des weiteren zeigte sich bei diesen Falle keinerésgion des Ki-67 Kernproteins,
wodurch Kklinische sowie in der neuropathologisch®outinediagnostik nicht
miterfasste inflammatorische und neoplastischediungen ebenfalls ausgeschlossen

werden konnten.

3.1.2 Statistisch nicht ausgewertete Antikorper

Der Antikdrper PG-M1 detektiert ein anderes Epities CD68-Antigens wie der in der
Arbeit verwendete Antikorper des Klons KP-1. Dahskeine relevanten Unterschiede
von PG-M1 gegeniuber dem KP-1-Antikdrper ergabentde/auf eine Auswertung

verzichtet.

Die Antikérper gegen COX-1 und CD45, sowie das lleRCA-1 zeigten sich nicht

ausreichend mikrogliaspezifisch, so das fur beidenekestatistische Auswertung
vorgenommen wurde.

Mit dem verwendten Antikorper gegen EMAP-II gelagige positive Farbreaktion nur
in von der Ratte stammenden Gewebe, nicht jedoblnmanen Gewebe.

Trotz der Uberprifung des Erfolges der durchgegihrtFarbungen durch

Positivkontrollen gelang keine Darstellung CDA4-pwer Zellen im humanen

Ruckenmark.
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3.1.3 Von ruhender Mikroglia nicht exprimierte Proteine

Bei den Normalféllen zeigte sich keine parenchynwder perivaskulare Expression
von MRP-8 und MRP-14. Lediglich in den Blutgefassagigte sich eine kréaftige
Anfarbung von Zellen der myelomonozytaren ZellrefAbbildung 1). Dies entspricht
einem Normalbefund, da sich in oben genannter éb#r physiologischerweise eine
Expression der beiden Proteine stattfindet.

Bei den pathologischen Féllen zeigte sich ein eats@ndes Bild, mit Ausnahme

zweier Falle (Fall 19 und 21), in denen sich vereiheine schwache Expression von

MRP-8 und MRR-14 auf parenchymattsen Mikroglia maziken liefl3.

Abbildung 4: MRP-8 in der weil3en Substanz des Ruckenmarks fgd@
VergréBerung im Original) Man erkennt eine kraftigafarbung von Zellen der
myelomonozytaren Zellreihe in den Blutgefassen wscher Pfeil), welche sich im
Parenchym nicht nachweisen lassen.
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3.1.4 Ergebnisse der Doppelfarbungen

Da in einigen Arbeiten eine Expression von MHCuf Astrozyten beschrieben ist, und
um Verwechslungen aufgrund morphologischer Ahnkgiten zwischen Mikrogia und
Astrozyten zu vermeiden, wurden Doppelfarbungerege@FAP und MHC-II, sowie
gegen GFAP und CD68 durchgefiihrt. Bei den durchg&dfia Farbungen fand sich
keine Expression von MHC-II oder CD68 auf Astrozytébbildung 2 und 3). GFAP
fand sich nur auf Astrozyten. CD68 und MHC-II higga wurden ausschliesslich von

Mikroglia exprimiert.

e,
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Abbildung 5: Doppelfarbung fir GFAP und MHC-II (400-fache Veigserung im
Original). Astrozytare Zellfortsatze (schwarze Rfpistellen sich GFAP-positiv dar
(blaues Reaktionsprodukt). MHC-II (braunes Realgmyodukt) findet sich
ausschlief3lich auf Mikroglia (rote Pfeile). Es fetdsich keine Co-Expression von

GFAP und MHC-II.
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Abbildung 6: Doppelfarbung fur GFAP und CD68 (400-fach
Original). GFAP wird hier mit einem blauen Chromongschwarze Pfeile) dargestellt
und findet sich nur auf Astrozyten. Das mit einemaumen Reaktionsprodukt
dargestellte CD68 wird nur von Mikroglia exprimidrbte Pfeile), nicht jedoch von
Astrozyten.
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3.1.5 Proteinexpression der Normalfalle

Bei allen Falle wurden in den 5 Regionen auf alidtibhen die jeweiligen prozentualen
Anteile an Mikroglia, bezogen auf die Gesamtzellgapon, berechnet, statistisch
ausgewertet und in logarithmisch skalierten Diagrem dargestellt.

Fur keinen der ausgewerteten AntikOorper ergabeh sigrchgehend signifikanten
Unterschiede beziglich der H6he oder der Regiobemg(amme 2, 4, 6 und 8). Die
Regionen der Vorder-, Seiten- und Hintersdule wurdaur WeiRen Substanz
zusammengefasst und mit der Grauen Substanz (Zusaiassung der Graue Substanz
und des Zentralkanals) verglichen. Es konnte auch Harchgehend signifikanter
Unterschied zwischen der Grauen und der WeilRen t&ubsfestgestellt werden
(Diagramme 3, 5, 7 und 9).

Im Vergleich der einzelnen Antikérper ergab sicle diochste Dichte fiir MHCAII
Mikroglia (9,8 % bis 17,6 %), welche sich in 38 dér Untersuchungen (bzgl. Region
und Hoéhe) nicht signifikant von der auf dem selbéveau liegenden Dichte an CD68
Mikroglia (9,3 % bis 15,2 %) unterschied.

Die Expressionsgrade der beiden Proteine AIF-1%28s 5,7 %) und IL-16 (3,3 % bis
6 %) zeigten ebenfalls in 39 von 40 Untersuchunkmne statistisch nachweisbaren
Unterschiede. Die absolute Zahl an AIF-tnd IL-16" Mikroglia war jedoch im
Vergleich mit den beiden oben genannten Antikorsggnifikant niedriger (Diagramm
1).

Dieser Vergleich wurde fir jede Region auf den jdgen Rlckenmarkshdhen
durchgefuhrt und zeigt bis auf vier der vierzig ersichten Regionen das oben
genannte Verteilungsmuster (Diagramm 1). In diesear (Cervikal oben /
Zentralkanal; Cervikal unten / graue Substanz; akalr oben / Seitensaule und
Thorakal unten / Seitenséule) der insgesamt 4Gigdé®m Regionen zeigen sich leichte
Erh6hungen bzw. Erniedrigungen der durchschniglictExpressionslevel einzelner
Antikorper. Dadurch sind einzelne Antikorper nichehr signifikant unterschiedlich,
das prinzipielle Verteilungsmuster bleibt jedoctkeembar. In der Seitensaule des
oberen und unteren Thorakalmarks fand sich im \é&flylzu den Ubrigen Regionen
eine hohere Dichte MHC-1IMikroglia, so dass der MHC-II-Level hier gegeniibdem
CD68-Level signifikant hoher lag (Diagramme auft&e04). Im Zentralkanal des

oberen Cervikalmarks zeigte sich eine erniedrigB6&Expression, welche sich hier
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nicht mehr signifikant von der IL-16-Expression enschied (Seite 103, oberes
Diagrammm). Im unteren Cervikalmark fanden sich extngte Expressionsraten von
MHC-1I und AIF-1. Dadurch unterschied sich die MHIEEXxpression nicht mehr
signifikant von der IL-16-Expression und die AlFEkpressionsrate erwies sich im

Vergleich zu der von IL-16 als signifikant niednd&eite 103, unteres Diagramm).

Cervikal oben (Seitensaule) Standard

20,0%
18,0% |
16,0% -
14,0% -
12,0% |
10,0% |
8,0% |
6,0% |
4,0% - % {
2,0% |
0,0%

AlF-1 CD68 IL-16 MHC-II

Diagramm 1:Durchschnittlicher Expressionsgrad der Antikdrg@ozentualer Anteil

der positiv gefarbten Mikroglia in Bezug zu allenrgahymalen Zellen des
Ruckenmark). Diagramm 1 zeigt exemplarisch die Esgionsniveaus der einzelnen
Antikorper anhand der Seitensdule des oberen Cémaklks wie sie in 36 der 40
untersuchten Regionen zu finden sind. In 4 Regidia@den sich Erhéhungen bzw.
Erniedrigungen der Proteinexpressionlevel einzelmikdrper. Die Diagramme hierzu

finden sich im Anhang (Seite 103 - 104).
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3.15.1 Expression von AlF-1

Es finden sich keine durchgehend signifikanten téctdede in der Verteilung AIF-1
Mikroglia. Die positiv mit AIF-1 gefarbten ramifierten Mikroglia machen 2,3 % bis
5,7 % aller parenchymaler Zellen im Riuckenmark dms.Vergleich der einzelnen
Hohen fand sich im Gebiet des Zentralkanals intabéumbalmark eine signifikant
hohere Dichte als in der Zentralkanalregion des@b€ervikal- und des Sakralmarks.
Vergleicht man die einzelnen Regionen miteinanfiledet man eine signifikant héhere
Mikrogliadichte des Zentralkanals gegeniber eireelRegionen (Diagramm 2) im
unteren Cervikalmark (Ze Hi und Gr), oberen Thorakalmark (2eHi) und im oberen
Lumbalmark (Ze> Se, Hi und Gr).

Im oberen Cervikalmark fand sich in der Weil3en staiz eine signifikant hohere
Dichte AIF-I" Mikroglia (Diagramm 3).

Abbildung 7:AIF-1 im normalen Rickenmark (400-fache Vergrossgrim Original).

In der Immunféarbung fur AlIF-1 stellen sich 2,3 % &,7 % aller Zellen als ruhende

ramifizierte Mikroglia dar (schwarze Pfeile).
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AIF-1

100,0%

10,0%

1,0%

0,1%

V0|Se|Hi |Gr|Ze \-’o|Se|Hi |Gr|Ze V0|Se|Hi|Gr|Ze V0|Se|Hi |Gr|Ze \-’olSe|Hi |Gr|Ze

Thorakal mitte Lumkbal aken Sakral

VolSe|Hi |Gr|Ze ’\/0|Se|Hi |Gr |Ze r/o|Se|Hi |Gr |Ze

Cervikal oben | Cervikal unten | Thorakal aben Thorakal urten Lumbal urten

Diagramm 2:Verteilung AlF-1-positiver Mikroglia (Prozentanitteion AlF-1-positiver

Mikroglia in Bezug zu allen parenchymalen Zelleis &ickenmarks). In den mit einem
Stern (*) markierten Regionen findet sich auf dewgiligen Riuckenmarkshéhe eine
signifikant hohere Dichte AIFZIMikroglia im Vergleich zu den mit einem Kreuz (+)

markierten Regionen.
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Cervikal | Cerwikal | Thorakal | Thorakal Tharakal Lurmbal Lumbal Sakral
oben uriten oben mitte urten oben uriten

Diagramm_3: Vergleich der Grauen gegen die Weil3e Substanz: Hileen des
Ruckenmarks in denen sich ein signifikanter Untaest zwischen Grauer und WeilRer
Substanz findet sind mit einem Stern (*) marki&ir AlF-1 fand sich mit Ausnahme

des oberen Cervikalmarks kein signifikanter Untieesd.
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3.1.5.2 Expression von CD68

Fir CD68 Mikroglia finden sich ebenfalls keine durchgehendyniikanten
Unterschiede in der Verteilung im Rickenmark (9,2#% 15,2 %). Es stellen sich 9,3
% bis 15,2 % aller Zellen als ramifizierte Mikragldar. Im unteren Thorakalmark
findet sich im Vergleich mit dem Sakralmark im Belreder Hintersaule eine héhere
Dichte an Mikroglia. Beim Regionenvergleich findgnh im oberen Cervikalmark (Vo
> Ze) und im oberen Thorakalmark (2e Se) signifikante Unterschiede einzelner
Regionen (Diagramm 4).

Im Vergleich der Grauen gegen die Weile Substamz faich auf keiner der

untersuchten Hohen ein signifikanter Unterschiedgiamm 5).

Abbildung 8:CD68 im normalen Rickenmark (400-fache Vergrossgim Original).

Die Dichte der CD68-positiven Mikroglia ist sigéint héher verglichen mit der
Dichte AIF-1 und IL-16 positiver Mikroglia. In ddmmunféarbung fir CD68 stellen
sich 9,3 % 15,2 % aller Zellen als ruhende rangfia Mikroglia dar (schwarze Pfeile).
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Cervikal oben

\-"0|Se|Hi |Gr |Ze

Cervikal unten

V0|Se|Hi|Gr|Ze

Thorakal ohen

\-"0|Se|Hi |Gr|Ze \.-"0|Se|Hi |Gr|Ze VolSe|Hi |Gr|Ze Riis] |Se|Hi |Gr|Ze

Thorakal mitte: | Thorakal unten | Lumbal oben Lumbal urten

V0|Se|Hi |Gr|Ze
Sakral

Diagramm_4: Regionale Verteilung CD68-positiver Mikroglia (Remtanteil von

CD68-positiver Mikroglia in Bezug zu allen parenotalen Zellen des Rickenmarks)
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Diagramm 5:Vergleich der Grauen gegen die Weil3e Substandetnmmunfarbung

mit CD68 fand sich auf keiner der untersuchten Hddia signifikanter Unterschied.
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3.1.5.3 Expression von IL-16 (LCF)

Die Dichte IL-16 Mikroglia liegt auf dem selben Niveau (3,3 % bis% aller
parenchymaler Zellen) wie die der AIF-Zellen und zeigt keine durchgehend
signifikanten Unterschiede in der Verteilung im Réwemark. Im Vergleich der
einzelnen HoOhen gegeneinander ergaben sich Kkeigeifilkanten Unterschiede.
Vergleicht man die einzelnen Regionen gegeneinafideet sich in der Region des
Zentralkanals im unteren Cervikal- (2eSe) und oberen Thorakalmark (2e/o und
Hi) gegenuber einzelnen Regionen eine statistiscmweisbar hdhere Mikrogliadichte
(Diagramm 6).

Lediglich in der Grauen Substanz des unteren Calmiarks fand sich eine gegeniber

der WeiRen Substanz signifikant hohere Dichte IL-I@mifizierter Mikroglia

(Diagramm 7).

Abbildung 9:1L-16 im normalen Ruckenmark (400-fache Vergrogsgrim Original).
Die Dichte der IL-16-positiven Mikroglia (schwarZefeile) liegt auf dem gleichen
Niveau (3,3 % bis 6 %) wie die der AlF-1-positivEellen, ist jedoch im Vergleich mit
CD68 und MHC-II signifikant niedriger.
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IL-16

WO o rrr e e T

10,0%

1,0%

0,1%

V0|Se|Hi |Gr|Ze
Sakral

o |Se|Hi |Gr|Ze VolSe|Hi |Gr |Ze o |Se|Hi |Gr|Ze VolSe|Hi |Gr|Ze V0|Se|Hi |Gr|Ze V0|Se|Hi |Gr|Ze o |Se|Hi |Gr|Ze

Cervikal oben

Cervikal urten | Thorakal oben | Thaorakal mitte | Thorakal urten|  Lumbal oben Lutnbal urten

Diagramm 6:Verteilung IL-16-positiver Mikroglia (Prozentanteion IL-16-positiver

Mikroglia in Bezug zu allen parenchymalen Zelles &ickenmarks)
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Diagramm 7: Vergleich der Grauen gegen die Weil3e Substanzdé&dmmunfarbung
mit IL-16 fanden sich mit Ausnahme des unteren Gahmarks (Graue Substanz >
Weil3e Substanz) keine signifikanten Unterschiedd#emDichte ramifizierter Mikroglia

zwischen der Grauen und der WeilRen Substanz
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3.1.54 Expression von MHC-II (HLA-DR;-DP;-DQ)

MHC-1I" Mikroglia machten 9,8 % bis 17,5 % aller parenchien Zellen im
Ruckenmark aus und lagen damit auf dem selben Nivéa die Dichte an CD68
Mikroglia. In der Immunfarbung far MHC-II fandencéi ebenfalls keine durchgehend
signifikanten Unterschiede in der Verteilung derkMglia im Rickenmark. Im
Hohenvergleich fanden sich im Bereich der Vorddesdm unteren Thorakalmark
hohere Werte als im unteren Lumbalmark und im Béreier Hintersdule im unteren
Thorakal- und oberen Lumbalmark hdohere Werte alkrabaBeim Vergleich der
Regionen ergaben sich im unteren Cervikalmark (HMo,und Ze > Gr) und im
Sakralmark (Ze> Vo, Se, Hi und Gr) signifikante Unterschiede (Damgm 8).

Im oberen Cervikalmark und unteren Thorakalmarkjteesich eine signifikant héhere
Dichte MHC-II' Mikroglia in der WeiRen Substanz. Dahingegen fagich im
Sakralmark in der Grauen Substanz eine hohere ©MRC-1I" Mikroglia (Diagramm
9).
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Abbildung 10: MHC-II im normalen Ruckenmark (400-fache Vergrdgasg im

Original). Die héchste Dichte an Mikroglia (schwar®Pfeile) findet sich in der
Immunfarbung mit MHC-II (9,8 % bis 17,5 %). Sie erdgcheidet sich jedoch nicht
signifikant von der Dichte CD68-positiver Zellen.
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Diagramm_8: Verteilung MHC-II-positiver Mikroglia (Prozentantevon MHC-II-
positiver Mikroglia in Bezug zu allen parenchymal&ilen des Rickenmarks)
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Diagramm 9:Vergleich der Grauen gegen die Weil3e Substanz.imsgiesamt drei (*)
der acht untersuchten Ruckenmarkshdohen zeigten sighifikante Unterschiede
zwischen der Grauen und der Weil3en Substanz. IraramtCervikalmark und im
Thorakalmark findet sich die hohere Dichte an MHCHMikroglia in der WeiRen
Substanz. Im Sakralmark lasst sich dahingegen inGitauen Substanz eine héhere
Dichte MHC-II" Mikroglia nachweisen.
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3.1.6 Erstellung eines Referenzbereiches

Die Referenzintervalle wurden auf der Basis der Nbrmalfalle, durch
Rucktransformierung der arcussinuswurzeltranfortarerMittelwerte plus/minus das
1,96-fache der Standardabweichungen errechnet @vmag 10 bis 13). Werte die
aul3erhalb des Referenzbereichs lagen, wurden al®lpgisch angesehen. Eine
Tabelle mit den genauen prozentualen Angaben deekeien Referenzbereiche findet
sich im Anhang (Tabelle 5 - 8, Seite 99 - 102).

Referenzbereich AIF-1

40,0%

35,0%

30,0%

25,0%

20,0%

15,0%

10,0%

5,0% A

0,0%

\-’h|$e|Hi |I3r e \-'t-|8e|Hi|l3r|Ze \-'h|8e|Hi |I3r|Ze ‘vh|$e|Hi|l3r|Ze | S| Hi |Gr|Ze b 5e| Hi

Cervikal oben | Cervikal unten | Thorakal oben | Thorakal mitte | Thorakal urten | Lumbal oben

Diagramm 10Referenzbereich fur AlF-1. Der Referenzbereich #dif-1 liegt in etwa
auf dem selben Niveau wie der von IL-16, ist jedat#utlich niedriger wie die
Referenzbereiche von CD68 und MHC-II.
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Referenzbereich CD68
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Cervikal oben | Cervikal uriten Thorakal mitte | Thorakal unten | Lumbal oben | Lumbal uriten Sakral

Diagramm 11:Referenzbereich fir CD68. Der Referenzbereich €on 68 liegt auf
dem Niveau von MHC-II und liegt deutlich Uber deaf&nzbereichen von AlF-1 und
[I-16.

Referenzbereich IL-16
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Cervikal oben | Cervikal urten | Thorakal oben | Thorakal mitte | Thorakal unten Lumbal urten

Diagramm 12Referenzbereich fur IL-16. Der Referenzbereich Ioa6 liegt auf dem
Niveau von AlF-1.
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Referenzbereich MHC-II
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Cervikal oben | Cervikal unten Thorakal mitte | Thorakal unten

Diagramm 13:Referenzbereich MHC-Il. Der Referenzbereich von GAH liegt auf

dem Niveau von CD68 und damit deutlich oberhalb Referenzbereiche von AlF-1
und IL-16.
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3.1.7 Proteinexpression der pathologischen Félle

Fur alle der vier untersuchten Proteine fanden siebtlich erh6hte Dichten von
Mikroglia. Dabei zeigte sich fur die untersuchtenrotBine ein &ahnliches
Verteilungsmuster wie in der Normalpopulation. Diéchsten Dichten wurden von
MHC-II" und CD68 Mikroglia erreicht. Hierbei zeigte sich, dass siiich immer
wieder Makrophagen unter den gefarbten Zellen lokfian Da morphologisch die
ortsstandige aktivierte Mikroglia nicht von eingewlarten Makrophagen unterschieden
werden kann, wurden sowohl Zellen mit typischer ifamerter Morphologie als auch
Makrophagen gewertet. Fir MHC-II fand sich die rgiehDichte mit 45,8 % der
Gesamtzellzahl und fir CD68 mit 45,4 % der Gesalietdd. Es fanden sich ebenfalls
erhohte Dichten von AIF-1und IL-16, welche jedoch nicht das Niveau von CD68 und
MHC-I1I erreichten. Die hdchste Dichte fur AIF-1 lhgi 34,6 % aller parenchymaler
Zellen und fir IL-16 bei 26,4 % aller parenchyma&etlen.

Wie bei den Normalféllen fanden sich auch in 13 ¥6mpathologischen Féllen MRP-8
und MRP-14 positive Zellen aussschliesslich int@dfassen. Lediglich in zwei Fallen
(Fall 19 und 21) fanden sich vereinzelt ramifizekikroglia im Parenchym.

Um die Proteinexpression der pathologischen Falktew zu beurteilen, wurde
Uberprift, ob deren beobachtete Mittelwerte aulllerties Referenzintervalls lagen. Zu
diesem Zweck wurden die Referenzintervalle und jdigeiligen Werte in einem
Diagramm dargestellt (siehe Anhang Seite 105 -.1Bdi)insgesamt zwolf der finfzehn
Falle lagen die Proteinexpressionsraten deutli@@eehalb des Referenzintervalls. Nicht
alle untersuchten Proteine waren in gleichem Maf$andert. Teilweise erfolgte eine
selektive Erh6hung einzelner Proteine. Andere Réiézlerum zeigten keine Erhéhung,
teilweise lagen die Werte sogar unterhalb des Be#rereichs. Insgesamt fanden sich

vier verschiedene Reaktionsmuster:

1. Falle mit einer diffusen Erhdhung eines oder medirProteine.
2. Falle mit einer auf bestimmte Regionen besch&mnkErhéhung eines oder
mehrerer Proteine.
Falle, bei denen die Werte Gberwiegend innertlatbReferenzbereichs lagen.
4. Falle, bei denen die Werte eines oder mehrereteife unterhalb des

Referenzbereichs lagen.
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Nachfolgend findet eine detailliertere Analyse danzelnen Gruppen statt. Die
prozentualen Angaben in Klammern geben an, wiedel Werte des jeweiligen Falles
aul3erhalb des Referenzbereiches liegen. Die Diageafimden sich im Anhang (Seite
105 - 134). Wenn mehr als 50 % der Werte fur deveijggen Antikorper Gber bzw.

unterhalb des Referenzbereiches lagen, wurden daeiRexpressionsraten als
eindeutig erh6ht bzw. erniedrigt angesehen. Lagetiodis 50 % der Werte aul3erhalb
des Referenzbereichs wurde die Anderung der Peotpiassionsrate als fraglich
betrachtet. Die Proteinexpressionrate wurde alst vierandert betrachtet, wenn 0 % bis

25 % der Werte aul3erhalb des Referenzbereiches. lage

3.1.7.1 Falle mit diffuser Erhéhung der mikroglialen Proteinexpression

Bei Fall 21 (Meningitis) findet sich eine deutlickehdhung von AlF-1 (82,5 %), IL-16
(80 %) und MHC-II (80 %) (Abbildung 11). Erh6hungeer Proteine AlF-1 (97 %) und
IL-16 (77 %) zeigte Fall 20 (Arteriosklerose). Eatleiniger Anstieg von AIF-1 fand

sich bei den Falle 18 (Subarachnoidalblutung) ubdsymptomatische Epilepsie). Bei
ersterem lagen 60 % und bei letzterem 65,7 % dertéMér AlF-1 aul3erhalb des
Referenzbereichs. Des weiteren zeigten Fall 15 li@uiBarré-Syndrom) und 16
(Meningitis) Erhéhungen von IL-16 (Pat5: 55 %; .Bat 65,7 %). Eine

Zusammenfassung der mikroglialen Proteinexpresgmnden pathologischen Fallen

mit diffuser Erh6hung findet sich in Tabelle 4.

Tabelle 4: Pathologische Falle mit diffuser Erhéhung der glialen

Proteinexpression

Fall AF-1 | cDeg | IL-16 | MHC-I
Fall 21 (Meningitis) * i A Tt P 1

[Fall 20 (Arterioskierose)y | s
[Fall 18 (Subarachnoidalbictung) | : R R S T AT N
Fall 22 {symptomatische Epilepsie) | ¥ i o o
Fall 16 (Meningifis) A N gt
Fail 15 {Guillain-Barre-Syndram) | 5 FUUTYE YT H—

+ Ethdhung; A fragliche Erhidhung; — keine Erhidhung; L Erniedrigung

nur in der Hintersaule
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Abbildung 11: MHC-II" Mikroglia im Ruckenmark bei Meningitis (400-fache
Vergrosserung im Original). Eine erhéhte DichteMikroglia finden sich diffus tGber

das ganze Riuckenmark verteilt.

3.1.7.2 Falle mit selektiver Erh6hung der mikrogliden Proteinexpression

Eine selektive Erhdhung in den kortikospinalen Bah(irractus corticospinalis anterior
und lateralis) zeigte sich bei den an amyotroptegetalsklerose erkrankten Fallen. Am
deutlichsten ist dies bei Fall 14 anhand der Vienigi von MHC-1I (Abbildung 12),
CD68 und AIF-1 zu erkennen. Bei Fall 23 ist diedésrteilungsmuster weniger
deutlich, jedoch ebenfalls nachvollziehbar. EirekgVer Befall der Hintersaule fand
sich bei Fall 17 (Plasmozytom). Interessanterwegiseen nur CD68 und MHC-II in
dem betroffenen Gebiet erhoht. AIF-1 und IL-16 #eng keine Reaktion. Fall 19
(Morbus Alexander) zeigte eine Erhdéhung von CD68 aflem im Seitenstrang,
aufgrund einer im dorsolateralen Cervikalmark getem Lasion. Der Fall des Guillian-
Barré-Syndroms (Fall 15) zeigte interessanterweisben der bereits erwahnten
diffusen Erhéhung von IL-16, einen selektiv im Hirdtrang lokalisierten Anstieg
CD68" Mikroglia.
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. R

Abbildung 12: MHC-II" Mikroglia/Makrophagen im Ruckenmark bei amyotraphe

Lateralsklerose (100-fache Vergrésserung im Orlyirias findet sich eine selektive
Erh6éhung von Mikroglia/Makrophagen im Tractus am$pinalis lateralis (schwarze
Pfeile).

3.1.7.3 Falle ohne mikrogliale Reaktion

Bei insgesamt drei Fallen lag die Uberwiegende Zdd Werte innerhalb des
Referenzintervalls. Es handelt sich dabei um deh dtaer vaskularen Myelopathie
(Fall 13), einen Fall mit einem Insult im linkentBomen (Fall 24) und um einen Fall mit
einer Cephalgie mit unklaren Synkopen (Fall 25)clet lediglich eine fragliche
Erh6hung der Proteinexpression von AlF-1 und MH@uitwies.

3.1.74 Falle mit verminderter mikroglialer Proteinexpression

Bei insgesamt drei Falle fanden sich Werte, diennalb des Referenzintervalls lagen.
Eine Erniedrigung der MHC-1I Mikroglia fand sich bei Fall 12 (Arteriosklerose,
Multiple Infarkte) und Uberraschenderweise eingliche Erniedrigung bei Fall 16
(Meningitis), welcher fur AlF-1 fraglich erhéhte \We und fur IL-16 eindeutig erhdhte
Werte aufwies. Bei Fall 12 lagen 67,5 % und béi E&48,5 % der Werte fur MHC-II
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unterhalb des Referenzbereichs. Niedrigere DichitenAlF-1 und IL-16 zeigten sich
bei Fall 11 (Multiple Sklerose). Bei diesem Faljéam 50 % der Werte fur AIF-1 und
67,5 % der Werte fur IL-16 unterhalb des Referetezimalls.
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4 DISKUSSION

Untersuchungen des normalen Grol3hirns zeigen @he feeterogene Verteilung der
Mikroglia. Die in diesen Arbeiten gewonnenen Dagé&gllen wichtiges Basiswissen zur
Abgrenzung einer mikroglialen Vermehrung im Kranksfall dar. Jedoch zeigte sich in
diesen Untersuchungen auch, wie vorsichtig man Her Ubertragung der
tierexperimentell gewonnen Daten auf die Situatiom Menschen sein muss.
Mittelbronn et al. (2001) fanden im humanen Groffh&ine grundlegend andere
mikrogliale Verteilung als in tierexperimentellereNuchen (Lawson et al. 1990). Die
meisten Ergebnisse lber die mikrogliale Populaiion Rickenmark stammen aus
tierexperimentellen Arbeiten oder aus Untersuchongdes f6talen humanen
Ruckenmarks. Deshalb sollen in dieser Arbeit erlstndie Verteilung und das
grundlegende Proteinexpressionsmuster der Mikragliddumanen, nicht-pathologisch
alterierten Ruckenmark untersucht werden. Zusétzlisollen die erhobenen
Referenzdaten der normalen Rickenmarksgewebe afMaliditat im Vergleich zu

pathologischen Rickenmarkern untersucht werden.

4.1 Proteinexpression der Normalta

41.1 Homogene Verteilung der Mikrd@ im Rickenmark

Auch in der vorliegenden Arbeit finden sich grumgliade Unterschiede zu den
tierexperimentell gewonnenen Daten. So fand sicspbsweise bei Ratten die hochste
Konzentration an Mikroglia im lumbalen Rickenmas@yohl unter pathologischen, als
auch unter normalen Bedingungen (Lassmann et aB,N&ss und Lassmann 1990).
Die Regionen hochster mikroglialer Dichte stimmteit den Gebieten Uberein, in

denen sich bei der Induktion einer EAE (Experimiat@utoimmune Enzephalitis) die

meisten inflammatorischen Infiltrate fanden. Dahsemhen die Autoren die

unterschiedliche Dichte an Mikroglia als Grund @i&m bevorzugten Befall bestimmter
ZNS-Regionen bei entziundlichen Autoimmunerkrankanges ZNS an. AufRerdem

zeigte sich in tierexperimentellen Versuchen awdrgleichbare Stimuli eine starkere
inflammatorische Reaktion des Ruckenmarks im Véhleum GrolRhirn (Schnell et al.

1999a, Schnell et al. 1999b). Mdéglicherweise findeh die Ursache hierfur in der
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hohere Dichte an Mikroglia im Rickenmark und demdaverbundenen Freisetzung
einer grél3eren Menge an proinflammtorischen Zytakine

Im humanen Ruckenmark findet sich hingegen keineadoe in kaudaler Richtung.
Die Arbeiten, die am humanen fotalen Rickenmarkcluyefihrt wurden, zeigten
tendenziell ahnliche Ergebnisse wie das in diesdreid untersuchte Gewebe des
adulten Ruckenmarks. Bei Studien des fotalen Riokeks fand sich ebenfalls eine
homogene mikrogliale Verteilung im Rickenmark (Rezmd Male 1999, Rezaie et al.
1999, Wierzba-Bobrowicz et al. 2001). Schmitt et @000) beschrieben in der
Kontrollgruppe ihrer Arbeit eine hohere Dichte MHIC-Mikroglia in der weilen
Substanz, ohne das diese exakt quantifiziert wuBenden zusatzlich mit Antikdrpern
gegen CD68 durchgefuihrten immunhistochemischenu¢ben ergaben sich hingegen
keine Unterschiede in der regionalen Verteilung.

Mittelbronn et al. (2001) fanden im humanen ZNSefmnahme der Mikrogliadichte in
Richtung des Rhombenzephalons, mit den hoéchstertewem Pons (13,4 % der
Gesamtzellzahl) und in der Medulla oblongata (1&6der Gesamtzellzahl). Diese
rhombenzephalen Werte sind mit den Ergebnissen hier vorliegenden Arbeit
vergleichbar. Somit zeigen die Mikroglia im Rickearin keine weitere Zunahme in
kaudaler Richtung, sondern bleiben auf dem Nivealches sich bereits in der Medulla
oblongata findet. Hierbei gilt es zu beachten, dsish im Ruckenmark, trotz des
Fehlens einer weiteren Zunahme, eine wesentlicleredbichte an Mikroglia findet als
in den Kkortikalen  Grof3hirnregionen. Madoglicherweisé#sst sich im humanen
Ruckenmark aufgrund der hoheren mikroglialen Dichtéhnlich wie in
tierexperimentellen Studien, eine verstarkte inflatorische Reaktion auf
pathologische Stimuli nachweisen (Schnell et al 29%2hnell et al 1999b).

Beim Vergleich der einzelnen Ruckenmarksregionenddéa sich nur vereinzelt
Regionen mit einer signifikant hdheren mikroglial@ichte. Es fallt jedoch auf, dass bei
diesen Regionen bis auf eine Ausnahme (CD68, olieeegkalmark), jedes Mal das
Gebiet um den Zentralkanal eine erhdhte mikrogliaiehte gegentber den anderen
Regionen aufweist. Es gilt zu bedenken, dass isedi®egion aufgrund der geringen
Flache jeweils nur vier Gesichtsfelder ausgewestetden. Dadurch ist eine grol3ere

Gefahr zufalliger Signifikanzen gegeben. Jedoch danduch andere Arbeitsgruppen
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Hinweise fir eine héhere mikrogliale Dichte in d&egion des Zentralkanals. In ihren
Untersuchungen des fotalen Ruckenmarks fanden WadBobrowicz et al. (2001)
MHC-II" Zellen welche sich geh&uft in der Umgebung vont@ifiassen und des
Zentralkanals fanden. Banati (2002 und 2003) besghin seinen mittels der
Positronen-Emissions-Tomographie durchgefuhrteretdnthungen der Mikroglia eine
konstitutive Bindung des verwendeten Markers inldergebung des Zentralkanals. Er
schrieb dies einer geringgradigen Aktivierung deikridglia in diesem Gebiet zu.
Moglicherweise findet sich an dieser Grenze des kBiimarkparenchyms zum
Liquorkompartiment eine erhthte immunologische Wla@hung durch mikrogliale
Zellen. Diese Frage kann jedoch nur durch zukiUeftgjudien abschlielend geklart

werden.

4.1.2 Heterogenitat der Proteinexpressicauf runender Mikroglia
Im Gegensatz zur relativ homogenen regionalen Weng der Mikroglia, fanden sich
signifikante Unterschiede hinsichtlich der Expreasder untersuchten Proteine auf

mikroglialen Zellen.

41.2.1 Proteine mit hohen Expressiongem: CD68, MHC-II

In allen untersuchten Regionen fand sich eine Egiova von MHC-Il und CD68 auf
ruhenden ramifizierten Mikroglia. MHC-II wies vonlen untersuchten Proteinen den
hdchsten Expressionsgrad auf. Der Anteil MHCMikroglia machte 9,8 % bis 17,5 %
der Gesamtzellzahl aus. Die Werte fur CD68 lagersa@ven 9,3 % bis 15,2 % und
unterschieden sich bis auf die Seitensaulen degolmd unteren Thorakalmarks nicht
signifikant von der MHC-II-Expression (siehe Diagmae 14 und 15, Seite103). In den
genannten zwei Regionen fanden sich leicht erhbtiteelwerte fur MHC-II, so dass
MHC-II dort signifikant gegenliber CD68 erhoht war.

Fur CD68 konnte bereits in mehreren Studien dier&gon auf ruhender Mikroglia
gezeigt werden (Guillemin und Brew 2004, Huletteaket1992, Ulvestad et al. 1994).
Dies deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegeihbeit, in der sich CD68 ebenfalls
als zuverlassiger Marker fur ruhende ramifizierté&idglia erwies. Da CD68 eine Rolle
beim Transport von Vesikeln zwischen der Plasmamemiomd Lysosomen spielt,

scheinen diese Transportvorgdnge auch in ruhendeodfia stattzufinden.
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Fur MHC-II findet sich ein uneinheitlicheres BilHiner Reihe von Uberwiegend alterer
Studien gelang der immunhistochemische Nachweis WMC-II-Antigenen auf
ruhender Mikroglia nicht, wohingegen in neueren d&n der Nachweis selbiger
Antigene mdoglich war (Mattiace et al. 1990). Dietifferierenden Ergebnisse sind
maoglicherweise durch Unterschiede in der Fixatiecishik bedingt. Da eine langere
Fixationszeit mit Formalin die zu detekierenden igeme maskiert oder zerstort,
wurden die meisten der é&lteren Arbeiten an azetmmfen Kryostatschnitten
durchgefihrt, welche zu schlechteren morphologisdésgebnissen fiihrten. Dies hat
moglicherweise dazu gefiihrt, dass die IdentifizigridHC-II" Mikroglia nicht gelang.
Die positiven Ergebnisse der neueren Arbeiten stammeist von formalinfixierten
Mikrotomschnitten, bei denen die Fixationszeit tiet wurde. Anhand dieser
Tatsachen zeigt sich, wie sehr die Ergebnisse irhmstothemischer Farbungen von der
Fixierungsmethode abhangen. Zusatzlich wurde im daufler Zeit die
Antikorperspezifitat erhoht.

Klinische Parameter stellten in den UntersuchungemMattiace et al. einen weiteren
wichtigen Faktor fur die mikrogliale Dichte im ZNf&ar. So konnte in dieser Arbeit der
von anderen Autoren beschriebene Anstieg der MHQidhte mit zunehmenden Alter
nicht nachgewiesen werden (Landfield et al. 198heffgeld und Berman 1998).
Vielmehr waren klinische Einflussgrof3en, die ein¢hplpgische Alteration des ZNS
nach sich zogen, die entscheidenden Faktoren fie &ichtezunahme MHCAII
Mikroglia. Daher sind Daten, die unter pathologetBedingungen gewonnen wurden
auch nur bedingt mit den Ergebnissen dieser Anomigleichbar. Die umfangreichste
Arbeit, welche die Population der Mikroglia untecht pathologischen Bedingungen im
humanen ZNS untersuchte, fand mit dieser Arbeitgle@hbare Ergebnisse
(Mittelbronn et al. 2001). Auch hier konnte einenkbtutive Expression von MHC-II
und CD68 nachgewiesen werden. Das Ruckenmark veuvdenicht untersucht, jedoch
lagen die Werte in der Medulla oblongata fur digdbe genannten Proteine auf dem
gleichen Niveau wie die in dieser Arbeit beschrieeDichten im Rickenmark.

Die Expression von MHC-II-Molekilen im ZNS ist nebdlikroglia auch auf einer
Reihe anderer Zellen beschrieben (Ting et al. 1Z®Instra et al. 2000). Da in der

vorliegenden Arbeit sowohl immunhistochemischealsh morphologische Kritierien
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herangezogen wurden, lieRen sich die meisten digsten anhand ihrer Lokalisation
und Morphologie mit hinreichender Sicherheit vorkMglia abgrenzen. Lediglich mit
Astrozyten besteht aufgrund ihrer ahnlichen Morpg@ eine gewisse
Verwechslungsgefahr. Deshalb wurden DoppelfarbumggrGFAP und MHC-II bzw.
CD68 durchgefiihrt. Dabei fand sich keine MHC-II-Eegsion auf astrozytaren Zellen.
Die Expression von MHC-II-Molekilen auf Astrozytést ein kontrovers diskutiertes
Thema. Bei einer Reihe von Versuchen, welche iro\durchgefuhrt wurden, gelang
die die Induktion von MHC-II auf Astrozyten (Masstial. 1987, Wong et al. 1984).
Experimenten welche die Situation in vivo untersanhtfanden in der Gberwiegenden
Zahl der Falle, wie in der vorliegenden Arbeit, neeiExpression von MHC-II auf
Astrozyten (Bo et al. 1994, Hoftberger et al. 200d)einigen Arbeiten ist jedoch unter
pathologischen Bedingungen auch eine MHC-II-Expoessuf einer Subpopulation
von Astrozyten in vivo beschrieben (Zeinstra et2400). Eine mdgliche Erklarung
hierfur bietet die Induktion der MHC-II-Expressiaturch aktivierte T-Lymphozyten
(Fontana et al. 1984). In Astrozyten lasst sich Ex@ression von MHC-II-Antigenen
durch Neurotransmitter unterdriicken, was ebenéatisGrund flr die unterschiedlichen
Ergebnisse der in vitro und in vivo durchgefihr&nodien sein kénnte (Frohmann et al.
1988, Lee et al. 1992). Somit findet sich in vivimee Expression von MHC-II-
Molektlen nur auf reaktiven Astrozyten, welche iraryleich zur Mikroglia in einem
wesentlich geringerem Umfang stattfindet. Da Ubern dBIHC-II Rezeptor
antigenprasentierende Prozesse vermittelt werdetgrstireichen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit die Schlusselrolle der Mikraglibei der immunologischen
Kontrolle des ZNS.

Die oben genannten Ergebnisse dieser Arbeit deat€eine Mikrogliapopulation hin,
welche MHC-II und CD68 konstitutiv exprimiert. Dieeutet darauf hin, dass auch in
ruhender Mikroglia Antigenpréasentation und lysostema Transportfunktionen
stattfinden kénnen. Dadurch sind die beiden Pretéiervorragend als Marker fur die
ruhende ramifizierte Mikroglia geeignet. Die Ergeds@ dieser Arbeit stellen somit eine

wichtige Referenz fir zukinftige Studien mikroghaAktivierungsvorgange dar.
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4.1.2.2 Proteine mit geringen Expressisraten: AlF-1, IL-16

IL-16 (LCF) spielt als naturlicher Ligand des CD4&#gptors eine wichtige Rolle bei
proinflammatorischen Prozessen und der Aktivierwamn T-Lymphozyten. Des
weiteren besitzt es chemotaktische Eigenschaftesh winkt inhibitorisch auf eine
Verbreitung von HIV-1. Die Beteiligung von IL-16tidbereits bei einer Reihe von
Erkrankungen des ZNS nachgewiesen worden (Guo. @084, Schwab et al. 2001b,
Zhao et al. 2004). AuRerdem spielt IL-16 eine Rbl¢ der Entwicklung des ZNS. Im
humanen fetalen ZNS fand sich zwischen der 11. B@d Gestationswoche ein
kontinuierlicher Anstieg der IL-16 Expression irunenalen Proliferations-, Migrations-
und Differenzierungszonen. Damit dient 1I-16 molgeoveise der Chemoattraktion
mikroglialer Vorlauferzellen (Schwab et al. 2001ith. Gegensatz zu Ratten fand sich
die Expression von IL-16 im normalen humanen ZNS awer Subpopulation
mikroglialer Zellen, welche unter pathologischendiBgungen aktiviert werden kann
(Guo et al. 2004, Mitteloronn et al. 2001). Diesefuhde korrelieren mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Die im Vewdieizu MHC-Il und CD68
geringeren Werte an IL-16Mikroglia deuten auf eine mikrogliale Subpopulatioim
und liegen in etwa auf dem Niveau, welches von élbtbnn et al. in der Medulla

oblongata beschrieben wurde.

AIF-1 wurde in zahlreichen Arbeiten als mikrogliakgktivierungsmarker beschrieben,
der in normalem ZNS nur in geringem Umfang nachereidasst, und unter
pathologischen Bedingungen in verstarktem Mal3eimxgnt wird (Postler et al. 2000,
Schluesener et al. 1998b, Schwab et al. 2001a9rdMigs beschreiben einige Arbeiten
eine konstitutive Expression von AlF-1 auf Mikraglin humanem Gewebe konnte der
bei Ratten beschriebene Anstieg der AIF-1-Expressioei Traumata nicht
nachgewiesen werden (Beschorner et al. 2000, Scbhwalb 2001a). Des weiteren fand
die bereits beschriebene Arbeit von Mittelbronnakteine betrachtliche konstitutive
Expression von AIF-1 im normalen ZNS, die in etw# dem Niveau der bereits
besprochenen Proteine MHC-Il und CD68 lag. In digsdeit fand sich eine geringe
Dichte AIF-1" Zellen, welche bei der iberwiegenden Zahl derglatfischen Fille eine

Hochregulation erfuhr. Dies unterstitzt die Theselche AIF-1 als mikroglialen
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Aktivierungsmarker beschreibt. Allerdings ist zudbeken, dass diese Erhéhung nicht
bei allen pathologischen Fallen beobachtet werdennteo Dies deutet auf eine
unterschiedliche Regulierung von AIF-1 bei bestimmPathologien hin. So konnte im
Gegensatz zu traumatischen Erkrankungen eine Erlgddam AIF-1 bei ischamischen
und neoplastischen Erkrankungen nachgewiesen we(Benchorner et al. 2000,
Deininger et al. 2000b, Postler et al. 2000).

Die unterschiedlichen Expressionslevel von AlF-1GmoR3hirn und Rickenmark lassen
weiterhin auf eine regional unterschiedliche Regmutades Proteins schliessen. So sind
beispielsweise diskrete morphologische Unterschiete Mikroglia in verschiedenen
Regionen des ZNS beschrieben (Lawson et al. 1988ylicherweise findet sich diese
morphologische Heterogenitat auch auf der Eben®d#einexpression wiederfindet.
Diese kontroversen Ergebnisse unterstreichen, vabtig es ist, detaillierte Kenntnisse
Uber die Proteinexpression von Mikroglia unter niphathologischen Bedingungen zu
besitzen.

Die im Vergleich zu MHC-Il und CD68 geringeren Weran AIF-1 und IL-16
Mikroglia deuten auf eine mikrogliale Subpopulatitin, welche unter pathologischen
Vorgangen aktiviert werden kann. Die ErgebnissesatieArbeit stellen damit eine
wichtige Referenz fir die neuropathologische Diagkosnd fir zukinftige Studien

mikroglialer Aktivierungsvorgange dar.

4.1.2.3 Nicht exprimierte Proteine: MRP-8, MRP-14

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Expressiam MRP-8 und MRP-14 im

Parenchym des normalen Rickenmarks detektiert werde Blutgefdl3en fand sich

dagegen eine deutliche Anfarbung von Zellen dessei Reihe. Dies entspricht den
Ergebnissen, welche andere Autoren im normalen Zat#len (Abe et al. 1999,

Beschorner et al. 2000, Mittelbronn et al. 20018i Biner Reihe von Pathologien ist
eine starke Expression von MRP-8 und MRP-14 besioln. So ist die Expression der
beiden Proteine sowohl bei traumatischen, als dackntztndlichen Erkrankungen wie
der HTLV-1 (Human T-cell Lymphotrophic Virus typ@ assoziierten Myelopathie, der
zerebralen Malaria und bei akuten bakteriellen Bhaitiden beschrieben (Abe et al.
1999, Akiyama et al. 1994, Beschorner et al. 2@®el et al. 2000, Schluesener et al.

1998a). DarlUber hinaus findet sich eine Beteiligudgr beiden Proteine bei
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ischamischen Lasionen und bei neurodegenerativiéramiitungen wie z.B. Morbus
Alzheimer (Akiyama et al. 1994, Postler et al. 199Dpher wurden die beiden
kalziumbindenen Proteine bisher als zuverlassigekétair pathologische Stimuli im

ZNS angesehen.



DISKUSSION -74 -

4.2 Proteinexpression der pathologisen Falle

4.2.1 Expression von MRP-8 und MRP- 14

Wie bereits beschrieben wurden MRP-8 und MRP-1Hdpials zuverlassige Marker fur
pathologische Stimuli angesehen, da sie bei eingheRvon Erkrankungen von
Mikroglia exprimiert werden, sich unter physiologhen Bedingungen jedoch nicht auf
selbigen nachweisen lassen. Im Gegensatz zu dEegmbnissen, fanden sich in den
Untersuchungen dieser Arbeit lediglich in zwei p&tgschen Falle vereinzelt MRP-8
und MRP-14 Mikroglia (Fall 19 und 21). Bei ischamischen Emkangen des ZNS ist
eine zeitlich begrenzte Erh6hung der MRP-Proteirschrieben. Bereits nach drei
Tagen waren die zunachst erhéhten Werte nicht mattmweisbar (Postler et al. 1997).
Auch bei anderen nicht das ZNS betreffenden Erkrag&n ist eine zeitlich begrenzte,
bzw. von der Krankheitsaktivitat und Therapie abige@rhohung der beiden Proteine
beschrieben (Bhardwaj et al. 1992, Herndon at @032 Youssef et al. 1999). Im
Gegensatz dazu zeigte sich bei traumatischen Verédngen eine verzogerte, daftr aber
Uber den gesamten untersuchten Zeitraum von 6 Monamnhaltende Erh6éhung der
beiden kalziumbindenden Proteine (Beschorner eR@00, Engel et al. 2000). Dies
spricht fur eine unterschiedliche Regulation dedé&e MRP-Proteine bei diesen beiden
Erkrankungen. Das in der vorliegenden Arbeit untense Patientenkollektiv der
pathologischen Falle beinhaltet keine traumatisckekrankungen. Moglicherweise
zeigt sich bei den hier untersuchten Pathologiene ewie bei ischamischen
Veranderungen zeitlich kurz begrenzte Erh6hung M#RP-8 und MRP-14. Da die
Uberwiegende Anzahl der untersuchten Patientemi@mischen Erkrankungen litt, oder
bereits mit einer Behandlung begonnen wurde, isZedraum, in dem eine Erhéhung
der MRP-Proteine beobachtet werden kann, mégliokisavbereits Uberschritten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine fehlende Eigmessn MRP-8 und MRP-14
pathologische Veranderungen nicht mit absolutehelweit ausschliessen kann. Nur
unter Berucksichtigung der Proteinkinetik der jdigen Erkrankung kbnnen Aussagen
Uber pathologische Verdnderungen gemacht werdenpdsitive Nachweis der beiden
kalziumbinden Proteine ist jedoch als eindeutigeglz®n fur pathologische Vorgange

Zu werten.
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4.2.2 Zunahme der Proteinexpression aifikroglia

Fir alle der vier untersuchten Proteine fanden siehtlich erhthte Dichten von
Mikroglia. Dabei ergab sich fur die untersuchtenotBine ein ahnliches
Verteilungsmuster wie in der Normalpopulation. Diéchsten Dichten wurden von
MHC-II" und CD68 Mikroglia erreicht. Fiir MHC-II fand sich die hodhsDichte mit
45,8 % der Gesamtzellzahl und fur CD68 mit 45,4 % @esamtzellzahl. Fur AlF-1
und IL-16 fanden sich ebenfalls erhéhte Zellzahtegiche jedoch nicht das Niveau von
CD68 und MHC-II erreichten. Die hochste Dichte #ilF-1 lag bei 34,6 % aller
parenchymaler Zellen und fur IL-16 bei 26,4 % ajp@renchymaler Zellen. Daher ist
eine Zunahme der Dichte AIF-Lind IL-16 Mikroglia im Vergleich zu MHC-Il und
CD68 bereits bei niedrigeren Werten als patholdgiic betrachten. MHC-Il und CD68
erwiesen sich als zuverlassige Marker um ruhenuidizzerte Mikroglia zu detektieren.
Sie sind allerdings nicht spezifisch fir diese, dia beiden Proteine sich auch auf
aktivierter, morphologisch jedoch unterscheidbdidéroglia finden. Diese Ergebnisse
bieten daher eine wichtige Referenz fur zukinftgjedien und fur die Diagnostik

neuropathologischer Erkrankungen.

4.2.3 Beurteilung der pathologischdrélle anhand der Referenzintervalle
Zur Evaluation der Proteinexpression unter pathetdgen Bedingungen wurde ein
Referenzintervall errechnet. Mit selbigem wurde daberprift, wie viele Werte der
einzelnen pathologischen Falle aul3erhalb dieseer&efbereichs liegen. Dadurch
konnte evaluiert werden, inwiefern sich die aus tlemmalféallen gewonnenen Daten
zur Abgrenzung pathologischer Félle eignen.

In zwolf der fiinfzehn untersuchten Félle fandei $Merte, welche eindeutig auf3erhalb
des Referenzintervalls lagen. Dabei zeigten siffhs# und selektive Erhdhungen sowie
in drei Fallen erniedrigte Werte eines oder memlmrdeg untersuchten Proteine. Bei drei

Fallen war keine mikrogliale Reaktion nachweisbar.

4.2.3.1 Falle mit diffuser Zunahme rkioglialer Proteinexpression
Insgesamt sechs der funfzehn untersuchten Patiergegien Werte, die deutlich
aul3erhalb des Referenzbereichs lagen. Allerdingernwaicht alle Proteine im gleichen

Masse erhoht. Hierbei gilt es zu bedenken, dasschdei den untersuchten Fallen um
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Erkrankungen unterschiedlichster Atiologie und Erkungsdauer handelt. So ist
beispielsweise fur AIF-1 wie bereits erwahnt ein #ets bei ischamischen und

neoplastischen, nicht jedoch bei traumatisch béeimd=rkrankungen nachgewiesen
worden (Beschorner et al. 2000, Deininger et al. 0BQOPostler et al. 2000).

Moglicherweise sind die unterschiedlichen Erhéhungger Proteine durch ein

unterschiedliches Aktivierungsmuster bei den emzelErkrankungen bedingt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der in dieser Axdalblierte Referenzbereich zur
Identifikation von pathologischen Ereignissen usthiedlichster Atiologie geeignet ist.
Allerdings sollten zu diesem Zweck immer mehreret&ne untersucht werden, da es
abhangig von der jeweiligen Erkrankung zur Erh6hemgelner Proteine kommen
kann. Die Etablierung des Referenzintervalls weitegeeigneter Proteine ermoglicht
unter Umstanden eine noch exaktere Abgrenzung mafischer Ereignisse von

Ruckenmark ohne pathologische Alterationen. Diebgtiteten Proteinexpressionmuster
stellen eine wichtige Referenz fur zukinftige Séudder Aktivierungsvorgange von

Mikroglia und fur die Diagnostik pathologischer aderungen dar.

4.2.3.2 Falle mit selektiver Zunahme mrkglialer Proteinexpression

Bei den Fallen mit bahnspezifischen Pathologien kanzu einer selektiven Erh6hung
der mikroglialen Dichte in den jeweils betroffen€sebieten. Bei der selektiven
Erh6éhung mikroglialer Zellen in den kortikospinal®&ahnen der beiden Falle mit
amyotropher Lateralsklerose handelt es sich umP&i@anomen, welches bereits von
einer Reihe von Autoren beschrieben wurde (Engéthard Appel 1990, Kawamata et
al. 1992). Bei zwei weiteren Fallen (Fall 17 und 1f@nhd sich eine erhdhte
Proteinexpression in der Hinter- und Seitensauletdeine weiter kranial gelegene
Lasion der Axone in den entsprechenden Gebietezsdbiselektive Befall von Bahnen
in der weissen Substanz des Ruckenmarks ist elerdal bekanntes Phanomen
(Koshinaga und Whittemore 1995, Popovich et al.220Dies deutet auf eine raumlich
begrenzte Aktivierung von Mikroglia am Ort der Sdiggung hin. Bemerkenswert ist in
diesem Zusammenhang das Ausbleiben einer ReakbanAV--1 und IL-16 in den
beiden zuletzt genannten Féllen und lasst auf sctiexdliche Ursachen fir die
Schadigung der axonalen Bahnen schlieBen. Da ésbsic AIF-1  und IL-16 um

proinflammatorisch wirksame Indikatoren fir einekrogliale Aktivierung handelt,
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scheinen diese, wie es bereits fur andere Molekiddschrieben wurde, zur
inflammatorischen Reaktion bei der amyotrophen etadsklerose beizutragen
(Rauschka et al. 2003). Bei denen beiden anderdlenF&am es durch die
unterschiedliche Pathogenese der Lasion der Balamscheinend nicht zu einer
Aktivierung der dieser beiden proinflammatorischdolekile, sondern lediglich zu
einer vermehrten Expression von MHC-II und CD68h&ascheinen MHC-II und
CD68 Indikatoren fir eine weniger spezifische Reodition und Vermehrung von
Mikroglia und Makrophagen zu sein. Die Untersuchuarg fixiertem Gewebe lasst
jedoch nur begrenzte Einblicke in die Funktion dreProteine zu. Fir ein besseres
Verstandnis ihrer Rolle in der Aktivierung von Maglia sind weitere Untersuchungen
an unfixiertem Gewebe notig.

Der Fall des Guillain-Barré-Syndroms zeigte einelelgiven Anstieg CD68Zellen in
den Hinterstrangen. Diese Veranderung der HintarglE ist ebenfalls bereits
beschrieben und wird als Sekundarveranderung in Fidge der pathologischen
Affektion des peripheren Nervensystens betrachtdaigr et al. 1997).
Interessanterweise zeigte sich im Gegensatz zu Ideafisierten Anstieg von CD68
eine diffuse Erh6hung von IL-16. Dies spricht fimesunterschiedliche Regulation der
beiden Proteine bei dieser Erkrankung.

Die genannten Ergebnisse zeigen, dass sich der i@serd Arbeit etablierte
Referenzbereich auch zur Detektion lokal begrenptghologischer Veranderungen

eignet.

4.2.3.3 Falle ohne mikrogliale Reaktion

Bei drei Patienten fand sich die Uberwiegende Zdbt Werte innerhalb des
Referenzintervalls. Bei den untersuchten Falletesdleachtet werden, dass es sich
unter anderem auch um chronische Erkrankungen handéroglia zeigen ein
gewisses zeitliches Aktivierungsmuster. Eine Hypghie findet sich wahrend der
ersten 24 Stunden, gefolgt von der Proliferation Méroglia ab dem zweiten Tag
welche schliesslich ihr Maximum zwischen dem viertend siebten Tag erreicht
(Gehrmann et al. 1991, Morioka et al. 1991). Ddimdelt es sich jedoch um einen
selbstlimitierenden Prozess, der auch nach schw8dfrddigungen innerhalb eines

Monats nachlasst (Koshinaga and Whittemore 199%)kdnmt es bei einer langeren
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Dauer der Erkrankung zu einer Abnahme der Zytokinession (Umehara et al. 1994).
Da es sich bei den Fallen 13 (Vaskulare Myelopattdé (Infarkt Stadium II) und 25
(Cephalgien mit unklaren Synkopen) um bereits langedauernde Erkrankungen
handelt, ist das Maximum der mikroglialen Reaktiontglicherweise bereits
Uberschritten und auf ein Niveau zurtickgegangendbei eine Erhéhung nicht mehr

nachweisbar ist.

4.2.3.4 Falle mit erniedrigter mikroglider Proteinexpression

Bei drei Patienten ergaben sich Werte, die gro8tisninterhalb des Referenzbereichs
lagen. Bei Patient 11 handelt es sich um einenveallmultipler Sklerose, bei dem sich
erniedrigte Werte fur AIF-1 und IL-16 fanden. DidSeebnisse stehen mdglicherweise
in Zusammenhang mit einer bei dieser Erkrankungickieh Therapie mit
Kortikosteroiden. (Drew und Chavis 2000, Vijayardu@otman 1987, Wu et al. 2001).
Bei den Patienten 11 und 12 handelt es sich umildssten untersuchten Falle, bei
denen die Sektion bereits 1996 stattfand. Die |afhgiewahrung in Paraffinbldcken
und die damals langere Fixationszeit in Formaletdn eine weitere mogliche Ursache
fur die erniedrigten Werte dieser Félle. Wie bardieschrieben, fuhrt eine langere
Fixation mit Formalin zu einer Maskierung bzw. Zérang der zu detektierenden
Antigene. Es ist ebenfalls bekannt, dass langefdetwahrung von formalinfixiertem
Gewebe zu einem Nachlassen der Reaktivitat derg@&né mit den bei der
Immunhistochemie verwedeten Anitkérpern fihrt. Sorkann nicht abschliel3end
geklart werden, ob sich die gefundenen erniedriytemte dieser beiden Félle aufgrund
technischer Probleme oder aufgrund der Pathomesthani der einzelnen Erkrankung
ergeben.

Bei einem Fall einer Meningitis (Fall 16) fandeclsierwartungsgemal erhohte Werte
der mikroglialen Induktionsmarker AIF-1 und IL-1€lberraschenderweise war die
Dichte der MHC-IT Mikroglia erniedrigt. Bei diesem Fall kam es zuegi septischen
Streuung der Meningitis. Es ist ein bekanntes Ph&nonidass es bei septischen
Erkrankungen zu Stoérungen des Immunsystems komnalche als auch als
.Immunoparalyse” bezeichnet werden (Volk et al. 109 Im Zuge dieser
Veranderungen kommt es zu einer Reduktion der MHExpression auf Monozyten
(Docke et al. 1997). Es ist auch eine Reduktion MH@bsitiver Zellen wie
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beispielsweise der Dendritischen Zellen beschrie@¢oichkiss et al. 2002). Diese
Reduktion der Zellen wird auf apoptotische Vorgaagelckgefihrt. Moglicherweise
kommt es in der Population der Mikroglia zu ahréichVorgangen, welche eine
Erklarung fur die erniedrige Dichte der MHC-Mikroglia liefern wirde.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der etablierte Refeeeich sich ebenfalls

hervorragend zur Detektion verminderter mikrogi@ehten eignet.
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4.3

Schlussfolgerungen

Wichtige Schlussfolgerungen dieser Arbeit sind:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Im Gegensatz zum GrofRhirn findet sich im Ruckarkmeine homogene
Verteilung der Mikroglia. Die Dichte an Mikrogliani Rickenmark zeigt keine
weitere Zunahme in kaudaler Richtung, sondern biedod dem Niveau,
welches bereits in der Medulla oblongata beschreibagrde (Mittelbronn et al.
2001). Hierbei gilt es zu beachten, dass sich imkBdmark, trotz des Fehlens
einer weiteren Zunahme, eine wesentlich héhere BiahtMikroglia findet als
in den kortikalen GroR3hirnregionen.

MHC-Il und CD68 erweisen sich als zuverlassigarkér fir die ruhende,
ramifizierte Mikroglia. Die beiden Proteine sinddgeh nicht spezifisch fur
diese, da sie sich ebenfalls auf aktivierter Mikindinden, welche jedoch
anhand morphologischer Kriterien unterscheidbar ist

AIF-1 und IL-16 werden im humanen Ruckenmark ener Subpopulation

mikroglialer Zellen exprimiert. Unter pathologischB8edingungen erfolgt eine
Hochregulation der beiden Proteine. Diese Hocheggul kann jedoch abhéngig
von der zugrundeliegenden Pathologie stark untexdtibih ausfallen oder sogar
ganz ausbleiben.

Es finden sich unterschiedliche Expressionsmsdér AlF-1 im Grof3hirn und
Ruckenmark. Dies deutet auf eine regional unteesitiche Regulation des
Proteins hin.

MRP-8 und MRP-14 sind als Marker flr patholobesd&Ereignisse geeignet, da
sie im normalen Ruckenmark nicht exprimiert werdend nur unter
pathologischen Bedingungen nachweisbar sind. Alggli sollte beachtet
werden, dass der Nachweis nicht bei allen Pathetognd nur zeitlich begrenzt
gelingt. Durch einen fehlenden Nachweis kann ethglagischer Prozess somit
nicht sicher ausgeschlossen werden. Der positivehieais ist jedoch als
eindeutiges Zeichen fur einen pathologischen Vorgangerten.

Der in dieser Arbeit etablierte Referenzbereish zur Erfassung von
Veranderungen der mikroglialen Proteinexpressiorigymet. Neben einer
Erh6hungen der Dichte an Mikroglia fanden sich ZLeil auch Falle mit einer
verminderten Dichte. Des weiteren lassen sich nilieHles Referenzbereichs
sowohl diffuse, als auch lokal begrenzte patholdgs Veranderungen
detektieren. Er erweist sich dadurch als wichtigfeRenz fir die Evaluation
pathologischer Ereignisse im humanen Ruckenmark.
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4.4

Ausblick

Die Ergebnisse die in dieser Arbeit gewonnen wurdefen viele neue Fragen und
Anregungen auf, die es in zukinftigen Studien Zudd gilt:

1.

Es findet sich im humanen Rickenmark eine wésknhohere Dichte an
Mikroglia. Hat dies auch funktionelle Auswirkungef8® fanden Schnell et al.
1999 beispielsweise in tierexperimentellen Studitnweise fir eine starkere
inflammatorische Reaktion im Rickenmark.

AIF-1 wird im GrofB3hirn und Ruckenmark in untdrsdlich starkem Ausmal}
auf Mikroglia exprimiert. Finden sich diese Untdnede auch fir andere
Proteine und welche funktionellen Konsequenzen maies?

Es konnte gezeigt werden, dass MHC-Il, CD68, -Alrund IL-16 bei
verschiedenen Pathologien starke UnterschiederiZai@gahme der Expression
zeigen. Welche Unterschiede gibt es in den Aktungskaskaden der einzelnen
Proteine?

AIF-1 und IL-16 werden auf einer Subpopulatioer dMikroglia exprimiert.
Gelingt eine genaue Charakterisierung der AufgalrehFunktionen dieser und
anderer Subpopulationen der Mikroglia?

In dieser Arbeit fanden sich Hinweise fur Erkmangen die mit erniedrigten

Dichten an Mikroglia einhergehen. Last sich diewe@iteren Studien bestéatigen?
Gibt es bei diesen Erkrankungen eventuell Faktorem)che zu einer

Suppression der Mikroglia fuhren und lassen si@sealieventuell therapeutisch
nutzen?

Mikroglia stehen im Verdacht bei einer Reihe vémkrankungen einen
schadigende Einflisse zu haben, wie zum Beispieti®e Multiplen Sklerose
und der amyotrophen Lateralsklerose. Gelingt esalkEinflisse zu inhibieren?

Mikroglia besitzen auch neuroprotektive und deseshaltende Eigenschaften.
Gelingt es diese Eigenschaften zu stimulieren undhits therapeutisch
einzusetzen?



DISKUSSION -82 -

5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Mikroglia ist die immunologische Haupteffektelte im ZNS und ist bei nahezu
jedem pathologischen Vorgang innerhalb des ZNS illggfeunter anderem bei
entziindlichen, neoplastischen, metabolischen, Vasky traumatischen und
degenerativen Erkrankungen. Trotz dieser zentr&etle der Mikroglia ist ihre
Verteilung und Proteinexpression im normalen mensohh Rickenmark bisher kaum
untersucht.

Daher wurden in der vorliegenden Arbeit 10 Fallet meuropathologisch nicht
verandertem RuUckenmark untersucht, um eine Refefénzdie Verteilung und
Proteinexpression der Mikroglia in einer Normalp@pan zu erhalten. Diese Referenz
wurde dann mit 15 Fallen mit den verschiedenstethgbagischen Veranderungen
verglichen. Zu diesem Zweck wurde jedes Riuckenraaflacht verschiedene Hohen in
jeweils drei Gebieten der Weillen und zwei Gebietlsr Grauen Substanz
immunhistochemisch untersucht. Fir die Untersuchungden Antikdrper gegen
Proteine gewahlt, welche von Mikroglia konstitu(MHC-Il, CD68, AlIF, IL-16) oder
fakultativ (MRP-8, MRP-14) exprimiert werden.

Im Gegensatz zum Grof3hirn mit deutlichen regiondlerterschieden, fand sich im
Ruckenmark eine homogene Verteilung der Mikrodgh&ée hdchste Dichte ergab sich
hierbei fir MHC-II" Mikroglia (bis zu 17% der Gesamtzellpopulationkelehe sich
nicht signifikant von der auf dem selben Niveagdieden Dichte der CD&6ikroglia
(bis zu 15,2 % der Gesamtzellpopulation) unterstHise Expressionsgrade der beiden
Proteine AIF-1 (bis zu 5,7 % der Gesamtzellpopafgtiund IL-16 (bis zu 6 % der
Gesamtzellpopulation) zeigten ebenfalls keine fttatih nachweisbaren Unterschiede.
Die absolute Zahl an AIF-1und IL-16 Mikroglia war jedoch im Vergleich mit den
beiden oben genannten Antikdrpern signifikant nggir Bei den Normalféllen zeigte
sich keine parenchymale oder perivaskulare Expressin MRP-8 und MRP-14.

Diese Daten bildeten die Basis fur die Etabliera@mges Referenzbereichs und dem
Vergleich des selbigen mit den 15 pathologischnvaeéen Rickenmarksgeweben. Hier
zeigten sich deutlich erhohte Dichten mikroglialegllen, welche bis zu 45% der

Gesamtzellpopulation ausmachten. Auch bei dem [mjlschen veranderten
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Ruckenmarksgeweben fanden sich lediglich bei zwidieR vereinzelt MRP-8und
MRP-14 Mikroglia.

Es zeigten sich insgesamt vier verschieden Reaktioster der Mikroglia auf
pathologische Stimuli. Zu einem kommt es bei Erktanrgen, welche nicht an
neuroanatomische Kompartimente gebunden sind, =ner ediffusen Erhéhung
mikroglialer Zellen im gesamten Riuckenmark. Bei d&illen mit bahnspezifischen
Pathologien kam es zu einer selektiven Erhéhungnilaioglialen Dichte in den jeweils
betroffenen Gebieten. So kam es beispielsweise Halen mit amyotropher
Lateralsklerose zur selektiven Erhdhung mikrogtiafellen in den kortikospinalen
Bahnen. Bei drei Fallen kam es zu keiner VermehmergMikroglia, in drei weiteren
Fallen lies sich sogar eine verminderte mikrogliBliehte nachweisen. Des weitern
fanden sich Hinweise flr eine unterschiedliche Ra&gn der untersuchten Proteine bei
den einzelnen Erkrankungen.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Informationen Ubde Verteilung und
Proteinexpression der Mikroglia dienen als wichtigeferenz fir eine zukinftige
Untersuchung und Diagnostik pathologischer Vorgamgeerhalb des menschlichen

Ruckenmarks.
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7.1 Tabellen

Antikdrper |H6he Ruckenmarksregion |Unterer Grenzwert Oberer Grenzwert
AlF-1 Cervikal oben |Vordersaule 2,17 6,03
AlF-1 Cervikal oben |Seitensaule 0,50 9,02
AlF-1 Cervikal oben [Hintersaule 1,08 7,89
AlF-1 Cervikal oben |Graue Substanz 0,34 6,79
AlF-1 Cervikal oben |Zentralkanal 0,39 7,64
AlF-1 Cervikal unten |Vordersaule 0,73 9,25
AlF-1 Cervikal unten |Seitenséaule 0,59 6,21
AlF-1 Cervikal unten [Hintersaule 0,44 6,13
AlF-1 Cervikal unten |Graue Substanz 0,47 5,82
AlF-1 Cervikal unten |Zentralkanal 0,44 13,63
AlF-1 Thorakal oben [Vordersaule 0,52 9,34
AlF-1 Thorakal oben |Seitensdule 0,69 7,38
AlF-1 Thorakal oben [Hintersaule 0,38 6,06
AlF-1 Thorakal oben |Graue Substanz 0,65 8,33
AlF-1 Thorakal oben |Zentralkanal 0,85 11,08
AlF-1 Thorakal mitte [Vordersaule 0,25 8,73
AlF-1 Thorakal mitte |Seitensdule 0,46 9,48
AlF-1 Thorakal mitte |[Hintersaule 0,64 8,44
AlF-1 Thorakal mitte |Graue Substanz 1,02 6,36
AlF-1 Thorakal mitte |Zentralkanal 0,90 11,59
AlF-1 Thorakal unten [Vordersaule 0,01 12,71
AlF-1 Thorakal unten |Seitensaule 1,20 7,43
AlF-1 Thorakal unten [Hintersaule 0,18 9,50
AlF-1 Thorakal unten |Graue Substanz 0,64 8,10
AlF-1 Thorakal unten [Zentralkanal 0,77 10,48
AlF-1 Lumbal oben |Vordersaule 0,23 10,31
AlF-1 Lumbal oben |Seitenséaule 0,37 9,19
AlF-1 Lumbal oben |Hintersdule 0,25 8,41
AlF-1 Lumbal oben |Graue Substanz 0,44 7,53
AlF-1 Lumbal oben |Zentralkanal 0,35 16,94
AlF-1 Lumbal unten |Vordersaule 0,00 10,32
AlF-1 Lumbal unten |Seitenséaule 0,01 9,25
AlF-1 Lumbal unten |Hintersaule 0,10 9,40
AlF-1 Lumbal unten |Graue Substanz 0,17 6,81
AlF-1 Lumbal unten |Zentralkanal 0,15 11,12
AlF-1 Sakral \Vordersaule 0,17 7,82
AlF-1 Sakral Seitenséaule 0,69 9,60
AlF-1 Sakral Hintersaule 0,06 9,11
AlF-1 Sakral Graue Substanz 0,17 7,32
AlF-1 Sakral Zentralkanal 0,14 8,69

Tabelle 5:Referenzbereich AlF-1
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Antikdrper |H6he Ruckenmarksregion |Unterer Grenzwert Oberer Grenzwert

CD 68 Cervikal oben |Vordersaule 6,12 21,09
CD 68 Cervikal oben |Seitensaule 3,57 23,65
CD 68 Cervikal oben [Hintersaule 4,05 20,08
CD 68 Cervikal oben |Graue Substanz 3,72 20,27
CD 68 Cervikal oben |Zentralkanal 1,84 16,38
CD 68 Cervikal unten |Vordersaule 5,60 23,81
CD 68 Cervikal unten |Seitenséaule 3,07 21,14
CD 68 Cervikal unten [Hintersaule 2,87 25,31
CD 68 Cervikal unten |Graue Substanz 1,76 26,95
CD 68 Cervikal unten |Zentralkanal 3,42 25,42
CD 68 Thorakal oben [Vordersaule 3,46 25,49
CD 68 Thorakal oben |Seitensdule 1,61 23,40
CD 68 Thorakal oben [Hintersaule 1,27 30,20
CD 68 Thorakal oben |Graue Substanz 3,04 20,82
CD 68 Thorakal oben |Zentralkanal 5,85 24,90
CD 68 Thorakal mitte |[Vordersaule 5,18 24,13
CD 68 Thorakal mitte |Seitensdule 2,66 27,06
CD 68 Thorakal mitte |[Hintersaule 2,98 27,49
CD 68 Thorakal mitte |Graue Substanz 3,00 24,37
CD 68 Thorakal mitte |Zentralkanal 2,15 26,28
CD 68 Thorakal unten [Vordersaule 5,10 26,88
CD 68 Thorakal unten |Seitensdule 2,93 24,89
CD 68 Thorakal unten [Hintersaule 5,35 28,81
CD 68 Thorakal unten |Graue Substanz 3,00 25,40
CD 68 Thorakal unten [Zentralkanal 3,81 22,76
CD 68 Lumbal oben |Vordersaule 4,70 24,13
CD 68 Lumbal oben |Seitenséaule 3,85 24,43
CD 68 Lumbal oben |Hintersaule 4,00 24,78
CD 68 Lumbal oben |Graue Substanz 2,39 24,43
CD 68 Lumbal oben |Zentralkanal 2,65 29,22
CD 68 Lumbal unten |Vordersaule 6,37 20,36
CD 68 Lumbal unten |Seitenséaule 6,36 20,31
CD 68 Lumbal unten |Hintersdule 2,38 24,64
CD 68 Lumbal unten |Graue Substanz 3,87 24,23
CD 68 Lumbal unten |Zentralkanal 4,32 27,14
CD 68 Sakral \Vordersaule 5,56 16,41
CD 68 Sakral Seitenséaule 2,64 22,45
CD 68 Sakral Hintersaule 1,74 21,89
CD 68 Sakral Graue Substanz 2,50 18,76
CD 68 Sakral Zentralkanal 2,16 27,57

Tabelle 6:Referenzbereich CD68
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Antikdrper |H6he Ruckenmarksregion |Unterer Grenzwert Oberer Grenzwert

IL-16 Cervikal oben |Vordersaule 2,03 8,22
IL-16 Cervikal oben |Seitenséaule 0,48 9,89
IL-16 Cervikal oben [Hintersaule 0,36 10,10
IL-16 Cervikal oben |Graue Substanz 0,94 10,37
IL-16 Cervikal oben |Zentralkanal 1,18 8,89
IL-16 Cervikal unten |Vordersaule 1,31 8,76
IL-16 Cervikal unten |Seitenséaule 0,37 10,63
IL-16 Cervikal unten [Hintersaule 0,98 9,43
IL-16 Cervikal unten |Graue Substanz 1,38 13,46
IL-16 Cervikal unten |Zentralkanal 1,32 15,62
IL-16 Thorakal oben [Vordersaule 1,72 8,35
IL-16 Thorakal oben |Seitensdule 1,58 9,07
IL-16 Thorakal oben [Hintersaule 1,69 7,15
IL-16 Thorakal oben |Graue Substanz 2,08 9,07
IL-16 Thorakal oben |Zentralkanal 2,18 13,40
IL-16 Thorakal mitte [Vordersaule 0,60 10,09
IL-16 Thorakal mitte |Seitensdule 0,96 10,76
IL-16 Thorakal mitte |[Hintersaule 1,10 11,14
IL-16 Thorakal mitte |Graue Substanz 0,34 11,33
IL-16 Thorakal mitte |[Zentralkanal 2,22 10,11
IL-16 Thorakal unten [Vordersaule 0,95 9,83
IL-16 Thorakal unten |Seitensaule 1,04 10,32
IL-16 Thorakal unten [Hintersaule 1,65 7,31
IL-16 Thorakal unten |Graue Substanz 0,95 9,20
IL-16 Thorakal unten [Zentralkanal 1,21 11,96
IL-16 Lumbal oben |Vordersaule 0,92 10,35
IL-16 Lumbal oben |Seitenséaule 0,62 11,96
IL-16 Lumbal oben |Hintersdule 0,87 10,22
IL-16 Lumbal oben |Graue Substanz 1,00 10,04
IL-16 Lumbal oben |Zentralkanal 1,79 11,12
IL-16 Lumbal unten |Vordersaule 0,69 8,53
IL-16 Lumbal unten |Seitenséaule 0,42 11,59
IL-16 Lumbal unten |Hintersdule 0,31 12,63
IL-16 Lumbal unten |Graue Substanz 0,18 13,95
IL-16 Lumbal unten |Zentralkanal 0,73 13,51
IL-16 Sakral \Vordersaule 0,57 8,09
IL-16 Sakral Seitenséaule 0,64 9,56
IL-16 Sakral Hintersaule 0,35 10,52
IL-16 Sakral Graue Substanz 0,46 10,94
IL-16 Sakral Zentralkanal 1,35 10,96

Tabelle 7:Referenzbereich IL-16
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Antikdrper |H6he Ruckenmarksregion |Unterer Grenzwert Oberer Grenzwert

MHC-II Cervikal oben |Vordersaule 6,81 22,54
MHC-II Cervikal oben |Seitensaule 9,31 15,09
MHC-II Cervikal oben [Hintersaule 8,62 16,32
MHC-II Cervikal oben |Graue Substanz 5,20 16,73
MHC-II Cervikal oben |Zentralkanal 5,30 18,06
MHC-II Cervikal unten |Vordersaule 6,12 27,63
MHC-II Cervikal unten |Seitenséaule 4,61 25,67
MHC-II Cervikal unten [Hintersaule 3,87 33,04
MHC-II Cervikal unten |Graue Substanz 1,84 23,09
MHC-II Cervikal unten |Zentralkanal 4,54 29,71
MHC-II Thorakal oben [Vordersaule 5,87 28,95
MHC-II Thorakal oben |Seitensdule 291 35,87
MHC-II Thorakal oben [Hintersaule 2,23 31,85
MHC-II Thorakal oben |Graue Substanz 4,28 24,32
MHC-II Thorakal oben |Zentralkanal 10,53 25,71
MHC-II Thorakal mitte |[Vordersaule 6,06 28,28
MHC-II Thorakal mitte |Seitensdule 6,13 26,99
MHC-II Thorakal mitte [Hintersaule 6,12 26,88
MHC-II Thorakal mitte |Graue Substanz 3,81 26,67
MHC-II Thorakal mitte |Zentralkanal 4,34 34,44
MHC-II Thorakal unten [Vordersaule 4,01 38,78
MHC-II Thorakal unten |Seitensaule 6,70 30,91
MHC-II Thorakal unten [Hintersaule 6,03 31,26
MHC-II Thorakal unten |Graue Substanz 2,68 28,45
MHC-II Thorakal unten [Zentralkanal 5,25 33,59
MHC-II Lumbal oben |Vordersaule 5,70 31,28
MHC-II Lumbal oben |Seitenséaule 3,95 36,15
MHC-II Lumbal oben |Hintersdule 5,64 31,73
MHC-II Lumbal oben |Graue Substanz 3,27 30,54
MHC-II Lumbal oben |Zentralkanal 3,59 35,18
MHC-II Lumbal unten |Vordersaule 4,02 24,42
MHC-II Lumbal unten |Seitenséaule 3,99 25,48
MHC-II Lumbal unten |Hintersdule 2,85 29,98
MHC-II Lumbal unten |Graue Substanz 0,33 34,61
MHC-II Lumbal unten |Zentralkanal 5,86 31,56
MHC-II Sakral \Vordersaule 5,15 23,37
MHC-II Sakral Seitenséaule 2,47 29,31
MHC-II Sakral Hintersaule 2,66 22,60
MHC-II Sakral Graue Substanz 5,23 23,29
MHC-II Sakral Zentralkanal 6,67 30,51

Tabelle 8:Referenzbereich MHC-II
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7.2 Diagramme

Cervikal oben (Zentralkanal)
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Diagramm 14

Cervikal unten (Graue Substanz)
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Thorakal oben (Seitensaule)
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Diagramm 16

Thorakal unten (Seitensaule)
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Diagramme der pathologischen Félle

Fall 11: AlIF-1
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Diagramm 18

Fall 11: CD68
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Fall 11: IL-16
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Diagramm 20

Fall 11: MHC-II
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Fall 12: AIF-1
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Diagramm 22

Fall 12: CD68
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Diagramm 23



ANHANG -108-

Fall 12: IL-16
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Fall 12: MHC-II

50,0%
45,0%
40,0% /\
35,0% A

e A JRSNNAYA |
sl N AVARR VARV
,J70 / V \_/

\

20,0% \/

15,0%
10,0% PR

5,00 faw a0 I RV -
0,0% 4 " - - ===

Gr‘Ze Vo‘Se‘Hi‘Gr‘Ze Vo‘Se‘ Hi‘Gr‘Ze Vo‘Se‘ Hi Gr‘Ze Vo‘Se‘ Hi‘Gr\Ze Vo\Se‘ Hi Gr\Ze Vo‘Se‘ Hi‘Gr‘Ze

|
Vo ‘Se‘ Hi‘Gr‘Ze Vo\Se‘ Hi

Cervikal oben Cervikal unten Thorakal oben Thorakal mitte Thorakal unten Lumbal oben Lumbal unten

Sakral

Diagramm 25



ANHANG

-109-

Fall 13: AIF-1
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Diagramm 28
Fall 13: MHC-II
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Diagramm 29
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Fall 14: AIF-1
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Diagramm 30

Fall 14: CD68
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Fall 14: IL-16
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Diagramm 32
Fall 14: MHC-II
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Fall 15: AlF-1
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Diagramm 36
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Fall 16: AlIF-1
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Diagramm 38
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Fall 16: IL-16
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Fall 16: MHC-II
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Fall 17: AlIF-1
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Fall 17: IL-16
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Diagramm 44
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Fall 18: AIF-1
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Fall 18: IL-16
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Diagramm 48
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Fall 19: AlIF-1
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Diagramm 50

Fall 19: CD68
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Fall 19: IL-16
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Diagramm 52

Fall 19: MHC-II
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Fall 20: IL-16
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Diagramm 57
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Fall 21: AIF-1
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Diagramm 58
Fall 21: CD68
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Diagramm 59
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Fall 21: IL-16
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Diagramm 60
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Diagramm 61
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Fall 22: AIF-1
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Diagramm 62

Fall 22: CD68

50,0%
45,0%
40,0%
35,0% -
30,0%

A AN N
25,0% ~
20,0%/\—\/\_/ e W L . MW
15,0% — " ! — n .
10,0% -

5,0% 7 W\/\/\/W—\/\/\

0,0%

Vo‘Se‘ Hi‘Gr‘Ze Vo‘Se‘ Hi‘Gr‘Ze Vo‘sa‘ Hi‘Gr‘Ze Vo‘Se‘ Hi‘ Gr‘Ze Vo‘Se‘ Hi‘Gr‘Ze Vo‘Se‘ Hi‘Gr‘Ze Vo‘Se‘ Hi‘Gr‘Ze Vo‘Se‘ Hi‘Gr‘Ze

Cervikal oben Cervikal unten Thorakal oben Thorakal mitte Thorakal unten Lumbal oben Lumbal unten Sakral

Diagramm 63
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Fall 22: IL-16
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Diagramm 64

Fall 22: MHC-II
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Diagramm 65
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Fall 23: AIF-1
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Diagramm 66

Fall 23: CD68
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Diagramm 67
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Fall 23: IL-16
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Diagramm 68

Fall 23: MHC-II
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Diagramm 69
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Fall 24: AIF-1
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Diagramm 70

Fall 24: CD68
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Fall 24: IL-16
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Diagramm 72

Fall 24: MHC-II
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Fall 25: AIF-1
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Diagramm 74

Fall 25: CD68
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Diagramm 75
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Fall 25: IL-16
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Diagramm 76
Fall 25: MHC-II
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Diagramm 77
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Abklrzungen

5-D-4
ANOVA
ABC
AlF-1
AP
ATP
B-APP

bFGF

ca’
CD

CL-

COX

CR

DAB

EAE
EMAP
E-Selektin
Fab
GFAP

Gr

H

Hi

HIV
HLA
HTLV-1
iba 1

ein gegen 5D4-Keratansulfat gerichteter Airier
Analysis of Variance between groups
Avidin-Biotin Komplex

allograft inflammatory factor 1

Alkalische Phospatase
Adenosintriphosphat
beta-amyloid-precursor-protein
beta-Amyloid-Vorlauferprotein

basic fibroblast growth factor

basischer Fibroblasten Wagahsfaktor
Kalzium

cluster of differenciation
Leukozytendifferenzierungsantigen
Chlorid

Cyclooxygenase

Komplementrezeptor

Diaminobenzidin

Experimentelle Autoimmune Enzephalitis

endothelial monocyte-activatindypeptide

auf Endothelzellen exprimiertes Adhaswolekul
fragment antigen binding

glial fibrillary acide protein
saures gliales Faserprotein

Graue Substanz
Wasserstoff

Hintersaule

Humanes Immundefizienz Virus
humanes Leukozyten Antigen
humanes T-Zell-Leuk&mie-Virus-1

ionized calcium binding adapter molecule-1
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ICAM

LCF
LDL
MHC

MIB-1
mrf-1
MRP
N&
NF-H
NF-L
NF-M
NGF
NK-Zellen
NO
PG
pH
P-Selektin
RCA
S100

intercellular cell adhesion moléesi
Interzellulare Adhéasionsnidike
Immunglobulin G
Interleukin
Janus Kinase
Kalium
Kilodalton
Antikdrperklassifikation der Unikgtat Kiel, vgl. MIB-1
lysosomal-associated membransogipteins
leukocyte common antigen
allgemeines Leukozyten Antigen
lymphocyte chemoattractant factor
Low Density Lipoprotein
major histocompatibility complex
Haupthistokompatibilitéats-Komplex
Mononuklearer Antikérper gegen &I ein nukleares Protein
microglial response factor-1
macrophage inhibitory factor relapedtein
Natrium
Neurofilament heavy molecular wei¢?00 kDa) polypeptide
Neurofilament low molecular weidle8 kDa) polypeptide
Neurofilament medium molecular giai (160 kDa) polypeptide
Nerve growth factor
natirliche Killerzellen
Stickstoffmonoxid
Prostaglandin
potentia hydrogenii
auf Thrombozyten (platelets) exprimeehasionsmolekl
Ricinus Communis Agglutinin
Gruppe von Proteinen welche in100% gesattigter

Ammoniumsulfat-Losung I6slich (soluble) bleiben
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Se Seitensaule
TBS tris buffered saline
TRIS-gepufferte Salzlésung

TGF Transforming growth factor

TNF Tumor Nekrose Faktor

Tukey HSD Tukey “Honestly Significantly Different”
tRNA Transfer-Ribonukleinséure

Vo Vordersaule

Ze Zentralkanal

ZNS Zentralnervensystem
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