Aus dem Institut fur Hirnforschung der Universitat Tubingen

Arztlicher Direktor: Professor Dr. R. Meyermann

Proteinexpression und Verteilung von lymphozytaren

Zellen im menschlichen Ruckenmark

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard-Karls-Universitat

zu Tubingen

vorgelegt von

Ariane Michaela Chaudhuri, geb. Schleich

aus

Munchen

2010



Dekan:

1. Berichterstatter:

2. Berichterstatter:

Professor Dr. |. B. Autenrieth

Professor Dr. R. Meyermann

Professor Dr. H. Wolburg






Abkurzungen
ALS
APC
B-APP
BBB
BDNF
bFGF
bzw.
C
CCL
CD
CSF
CTL
CuP
(E)
EAE
FN CS-1
frgl.
GBS
GDNF
GFAP
HH
HLA
HS
ICAM
ICOS

Amyotrophe Lateral Sklerose

antigen presenting cells
beta-amyloid-precursor-protein

blood brain barrier

brain derived neurotrophic factor

basic fibroblast growth factor
beziehungsweise

cervical

chemokine ligand

cluster of differenciation

cerebrospinal fluid

cytotoxic T-lymphocyte

cancer of unknown primary

Entzdndung

experimental autoimmune encephalomyelitis
fibronectin connecting segment 1
fraglich

Guillain Barré Syndrom

glial cell line—derived neurotrophic factor
glial fibrillary acide protein

Hinterhorn

humanes Leukozyten Antigen
Hintersaule

Intercellular adhesion molecule
inducible costimulatory signal
Immunglobulin

Interleukin

immunoreceptor tyrosine-based activation motifs
junction adhesion molecule

Kalium-lon

Ki-67 nuclear antigen



kDa

LCA
LCF
Lck
LFA-1
(M)

MHC
Min.
MMP
MS
NK
NO
pH

SS
Tem
Tem
TBS
TCR
TGF
Th
TNF
Treg
Tris
VEGF
VH
VS

ZNS
Zk

Kilodalton

lumbal

leukocyte common antigen
lymphocyte chemoattractant factor
lymphocyte-specific protein tyrosine kinase
lymphocyte function—associated antigen-1
Malignom

mannlich

major histocompatibility complex
Minute

matrix metalloproteinase

Multiple Sklerose

naturliche Killerzellen
Nitrogeniumoxid = Stickstoffmonoxid
potentia hydrogenii

sakral

Seitensaule

effector memory T-cell

central memory T-cell
tert-butyl-di-methyl-silyl

T-cell receptor

tumour growth factor

thoracal

Tumor Nekrose Faktor
requlatorische T-Zellen
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
vascular endothelial growth factor
Vorderhorn

Vordersaule

weiblich

Zentrales Nervensystem

Zentralkanal



Vi

Inhaltsverzeichnis
LY o) (0 74U g [o =] o PP PP PPPPPPPPPP iv
INNAISVEIZEICNNIS ... Vi
1. Einleitung: Immunabwehr im ZNS.............oiiiii e 8
1.1.  Historischer RUCKDIICK ...........cooiiiii e 8
1.2, IMMUNPIIVIIEG . ... 10
1.3.  Komponenten der Immunabwehrim ZNS.............ccccooiiiiiiiiriiii, 15
1.3.1.  Zellulare KOmponenten...........cooouuuiiiiiiiiiiiieeeiee e 15
1.3.2.  Nicht-zellulare Komponenten der Immunabwehr im ZNS ........... 18
1.4. Lymphozyten als Teil der Immunabwehr im ZNS.................cccceeeie 21
1.4.1.  Herkunft, Subtypen und Aufgaben im peripheren Immunsystem 21
1.4.2. Wege der Lymphozyten ins ZNS ... 29
1.4.3. Aufenthalt der Lymphozyten im ZNS ... 37
1.4.4. Bisherige Daten Uber Lymphozyten im ZNS .......................o.. 38
1.5. Ziele und Fragestellung dieser Arbeit............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 40
2. Material und MethOoden..........ooooiiiiiiiie e 42
2.1, Patientendaten ... 42
211, AlIgEMEINES ..ot 42
21.2.  KINISChe Daten ........ooouuuiiiiei e 43
2.2, GEWEDEPIODEN ... 46
2.3. Herstellung der histologischen Praparate ...........cccccccceiiiiiiiiiiieiinnnnnnn. 47
2.4, ImmuUNhIiStOChEMIE .......coiiiiiiie e 48
241 Antikorper zur Darstellung von Lymphozyten.............c.cc.coooeneee.. 48
2.4.2. Antikorper zur Darstellung von Mikroglia ................evuiiiiiiiiinnnns 52
2.4.3. Vorbehandlung und immunhistochemische Farbung.................. 52
2.4.4. Doppelfarbungen zur Uberpriifung der Selektivitt ..................... 54
2.5. Lichtmikroskopische Auszahlung und Auswertung ...........ccccccevvuunn.... 54
2.6. Statistische Methoden ... 55

Vi



Vii

3. EIFQEDNISSE ... 56
K 20t BV o o o P UURRPPPRR 56
3.2.  Grundlegende ErgebniSSe ............coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeieeeeeeeeeeeee 58
3.3.  AntiKOrpersubtypen .........cooo i 59
3.4. Lage der Lymphozyten...........oi oo 65

3.4.1. Lage der Lymphozyten in Relation zu den Gefalien................... 65
3.4.2. Verteilung der Lymphozyten grauer und weil3er Substanz ......... 66
3.4.3. Regionale Verteilung der Lymphozytenpopulationen.................. 69
3.4.4. Lage der Lymphozyten in Bezug auf die Rickenmarkshdhe....... 70
3.5. Vergleich der verschiedenen Patientengruppen ............ccceeeeeeennnnnn.. 71

3.5.1.  Lymphozytenverteilung in Abhangigkeit vom Lebensalter und

GESCRIECNT ... e 71
3.5.2.  Einfluss einer Entziindungskonstellation.................cooiiinnnnnnn. 73
3.5.4. Einfluss einer malignen Erkrankung............cccoovvvieiieieeiieeeeinnnnnn. 74

3.5.5.  Einzelfalle mit Auffalligkeiten in Verteilung oder Anzahl der

LYMPROZYIEN ..o 75

3.6. Ergebnisse der Doppelfarbungen .............cccceeiiiiiiiiiiiiiciee e, 76
3.7. Zusammenfassung der Ergebnisse............ccceeiieiiiiiiiiiiiieiee e, 78
4. DISKUSSION ...ttt 80
4.1. Anwesenheit von Lymphozyten im Rickenmark auch im Gesunden. 80
4.2. WeiterfUhrende Fragen ...........cccccooiiiiiii 92
4.3. Lymphozyten als Induktoren des Immunprivilegs?..........cccccceeeeeeen.n. 93
4.4. Lymphozyten als Neuroprotektoren? ............oooovvviiiieiiiiiiiiiicieeeeee, 95
4.5. Diskussion der aufgefallenen Einzelfalle...............cccoooooiiiiiiiiieeeen. 96
4.6. Schlussfolgerungen........ ... 98
ZUSaMMENTASSUNG ....oovviiiii i 100
BiblIOGraphie. ... ... 102
LY 1 = o e [P P PP 121
Diagramme pro Patient ... 121
(2= g1 = To [ L Vo PSP 124
Lebenslauf Ariane Chaudhuri ... 125

Vi



1. Einleitunqg: Immunabwehr im Zentralen Nervensystem

Bei vielen Erkrankungen des Zentralen Nervensystems (ZNS), z.B. der Multiplen
Sklerose (MS), spielt die immunologische Reaktion eine entscheidende Rolle am
schmalen Grad zwischen Schutz und Pathogenitdt. Die immunologischen
Zusammenhange und Reaktionen im ZNS sind sehr komplex und variieren abhangig
von der Erkrankung deutlich in ihrem Ausmaf und in ihrem Ablauf (Dietzschold und
Richt, 2002).

Im Bereich der Neuroimmunologie besteht nach wie vor ein grolRer
Forschungsbedarf, um ein tief greifendes Verstandnis der verschiedenen
Erkrankungen und damit Moglichkeiten fur therapeutische Ansatze zu schaffen. Die
Induktion, der Ablauf und das Ergebnis von Immunantworten im ZNS ist erst

teilweise verstanden (Dietzschold und Richt, 2002).

1.1. Historischer Riickblick

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurde die Existenz einer funktionellen Schranke
zwischen Gehirn und peripherer Blutzirkulation vermutet (Ehrlich, 1885; Goldmann,
1909).

Fast 80 Jahre lang war das Gehirn als ,immunologisch isoliertes Organ“ gesehen
worden, basierend auf den Beobachtungen von Shirai, dass Rattensarkomgewebe
nach Einpflanzung im zerebralen Parenchym gut gedieh, im Gegensatz zu dem in
peripherem Gewebe lokalisierten Sarkomgewebe (Shirai, 1921). Zwei Jahre spater
konnten Murphy und Sturm zeigen, dass die beobachtete Immuntoleranz auf einer
Trennung vom systemischen Immunsystem beruht, als ko-transplantierte Milz das
Wachstums des Sarkoms bremste (Murphy und Sturm, 1923). Das waren die ersten
Hinweise auf jene Besonderheit, die spater ,Immunprivileg® genannt wurde
(Billingham und Boswell, 1953; Scheinberg et al., 1966). Uber die Jahre bestatigten
sich diese Beobachtungen auch fur andere Entitdten wie Gewebstransplantate
(Medawar, 1948), Bakterien (Matyszak und Perry, 1995), Viren (Stevenson et al.,
1997) und Vektoren (Byrnes et al., 1996). Durch die Pra-Immunisierung von Tieren
durch Haut-zu-Haut-Transplantate vor der Einpflanzung von Haut ins Hirnparenchym
konnte Medawar zeigen, dass der efferente Arm der Immunabwehr relativ intakt war
(Medawar, 1948).



Lange Zeit war das Immunprivileg hauptsachlich durch die Anwesenheit der Blut-
Hirn-Schranke erklart worden, wahrend spater die Erkenntnis wuchs, dass die Blut-
Hirn-Schranke nur einen Teil des Immunprivilegs ausmacht (Galea et al., 2007).
Aufgrund der offensichtlichen Diskonnektion war man damals von einer strikten
anatomischen und physiologischen Trennung des Immunsystems und des ZNS
ausgegangen. Man glaubte, dass Interaktionen zwischen den beiden Systemen nur
in pathologischen Situationen auftreten (Bradl und Flugel, 2002).

Das somit entstandene Paradigma des Immunprivilegs wurde durch die Abwesenheit
von Lymphozyten im gesunden menschlichen ZNS-Gewebe (Barker und Billingham,
1977) sowie anderen anatomischen und histologischen Besonderheiten, wie
beispielsweise der reduzierten Anzahl an Lymphgefalen und der fehlenden
Migration von Antigenprasentierenden Zellen aus dem ZNS zu den zervikalen
Lymphknoten entlang der existierenden perivaskularen Lymphdrainagewege erklart
(Weller et al., 2009).

Die Entdeckung der Mikrogliazellen 1927 durch del Rio Hortega als distinkte
Gliazelle neben Astrozyten und Oligodendrozyten fuhrte ab den siebziger Jahren zu
der Erkenntnis, dass die Aufgabe der Mikrogliazellen in der Immunabwehr liegt und
einen spezifischen Abwehrmechanismus im ZNS darstellt, der mit dem Monozyten-
Makrophagen-System vergleichbar ist (Kim und de Vellis, 2005) und wahrscheinlich
auch monozytaren Ursprungs ist (Geissmann et al., 2008).

Unter anderem die Ergebnisse von Wekerle (1987), die den Ubertritt von
Lymphozyten durch die Blut-Hirn-Schranke in zentralnervéses Gewebe direkt zeigen
konnten (Wekerle et al., 1987) leiteten einen Paradigmenwechsel ein, der zu einem
Umdenken und einer Neudefinition des Begriffs des Immunprivilegs im vergangenen
Jahrzehnt fuhrte. So ist die Immuniberwachung des gesunden menschlichen ZNS
durch aktivierte Lymphozyten seit den Erkenntnissen von Wekerle 1987 und von
Hickey 1991 als ein wesentlicher Teil der Immunabwehr im ZNS unumstritten (Hickey
et al., 1991; Cserr und Knopf, 1992).

In der heutigen Zeit ist anerkannt, dass eine bilaterale Kommunikation zwischen dem
Immunsystem und dem ZNS stattfindet, in Gesundheit und Krankheit (Bradl and
Fligel, 2002). Das ZNS (inklusive Ruckenmark) zeichnet sich somit als Organ mit
einer verminderten immunologischen Reaktion sowie einer reduzierten, aber

vorhandenen Kontrolle durch lymphozytare Zellen aus.
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Ein Immunprivileg im Sinne eines relativen Privilegs im Vergleich zu anderen
Organen (Galea et al., 2007; Kleine und Benes, 2006) besteht somit zweifelsohne,
von einer strikten Trennung kann aber nicht mehr gesprochen werden. Das ZNS
spielt eine aktive Rolle in seiner immunologischen Verteidigung (Dietzschold und
Richt, 2002; Galea et al., 2007). In den letzten Jahren wurde sogar vorgeschlagen,
besser von einem immunologisch spezialisierten Raum zu sprechen als von einem
immunprivilegierten, da Immunzellen und normale Immunmechanismen genauso wie
im restlichen Korper vorhanden sind, wenn auch in deutlich geringerer Menge
(Ransohoff et al., 2003).

1.2. Immunprivileg

Einige Bereiche des Korpers, unter anderem das ZNS, gelten als immunprivilegierte
Regionen. Diese sind in der Regel durch Gewebsbarrieren vom Rest des Korpers
abgetrennt und haben zum Teil spezielle Immunabwehrmechanismen und andere
Besonderheiten entwickelt. Die Immunreaktion in den immunprivilegierten Bereichen
ist in der Regel weniger stark ausgepragt als in den Ubrigen Organen. Die
Charakteristika eines Immunprivilegs sowie Hypothesen zu seiner Entstehung sollen

im Folgenden besprochen werden.

Obwohl die Regulation der Immunprozesse im ZNS nicht identisch mit den
beobachteten Immunregulationsmechanismen in anderen Korperregionen (mit
kontinuierlicher Antigenstimulation) sein kann, so darf man nicht den voreiligen
Schluss ziehen, dass das Gehirn nicht das Potential fir eine suffiziente
Immunreaktivitat besitzt, z.B. wenn die Blut-Hirn-Schranke zusammenbricht oder
aktivierte Lymphozyten durch die intakte Blut-Hirn-Schranke ins ZNS eindringen
(Harling-Berg et al., 2002).

Auller dem ZNS weisen noch andere Orte im menschlichen Koérper, wie das Auge
(vordere Kammer), der schwangere Uterus, der Hoden, das Ovar, die Haarfollikel,
die Nebennierenrinde und auch Tumore, diese immunologische Besonderheit auf
(Streilein, 1995).

10
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In den letzten Jahren wurde diesbezuglich postuliert, dass ein Immunprivileg in
Antwort auf eine Entzindung auch in anderen Geweben/Organen neu entstehen
kann. Die Induktion von Immunprivileg wird dabei als therapeutische MaRnahme des
Immunsystems gewertet, die vor allem durch die Aktivitdt von regulatorischen T-

Zellen beeinflusst zu sein scheint (Cobbold et al., 2006).

Sobald sich jedoch eine Entzindungsreaktion im ZNS etabliert hat, kommt es zu
einem Zusammenbruch des Immunprivilegs. Mehrfache Grinde koénnen flur diese
Veranderung genannt werden: der Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke, lokale
immunstimulatorische Effekte von Zytokinen und Chemokinen, die Vereinfachung der
Antigendrainage in die Peripherie, das Auftreten von dendritischen Zellen und die

Bildung von tertiaren lymphoidem Gewebe in den Meningen (Galea et al., 2007).

Hypothesen zur Entwicklung eines Immunprivileqs am Beispiel des ZNS

Im ZNS stellt sich eine besondere immunologische Situation dar, da das ZNS als
zentrales lebenswichtiges Steuerungsorgan in besonderer Weise schitzenswert ist
(Aloisi, 2001). Die Schutzmechanismen miuissen einerseits sehr sensitiv und
andererseits sehr spezifisch sein, da jeder Schaden zu grof3en Verlusten fuhren kann
(Mrass und Weninger, 2006).

Jede Entzindungsreaktion im Gehirn kann zur Zerstérung von wertvollen und nicht
regenerationsfahigen Nervenzellen (Asensio und Campell, 1999) fihren — ,unnétige”
oder ,Ubertriebene” Entzindungsreaktionen mussen soweit moglich vermieden
werden. ZNS-standige Zellen kdnnen beispielsweise mittels Apoptoseinduktion auf
das Vorhandensein von Virus-infizierte Nervenzellen reagieren — je nach Ausmal
des so ausgeldsten Zelltods kann das Ergebnis protektiv oder schadigend/pathogen
sein (Dietzschold und Richt, 2002). In diesem Zusammenhang lasst sich auch die
»1oleranz® und Persistenz von neurotrophen Viren im ZNS erklaren (Beispiel: Herpes
zoster in Ganglienzellen), wobei die Toleranz der Viren weniger negative
Auswirkungen hat als eine Abwehrreaktion mit schweren neurologischen
Auswirkungen (Kwidzinski et al., 2003, Bechmann et al., 2005).

Auch Begleitschaden, zum Beispiel ein Odem, kénnen gravierende Auswirkungen
auf die Umgebung der Entzindung haben. Gerade fur das in der Schadelkalotte

raumlich sehr begrenzte Gehirn stellt die Hirnschwellung eine grol3e Gefahr dar.

11
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Eine gewisse Immuntoleranz kann ,unnétige” Entzindungsreaktionen verhindern und
dadurch wichtige Zellen vor Lyse und Tod schutzen. Das Immunprivileg somit ist
unverzichtbar im Rahmen einer Schadenslimitierung wahrend Inflammation in einem

sensiblen Organ mit geringen regenerativen Fahigkeiten (Galea et al., 2007).

Typische Charakteristika von immunprivilegierten Organen am Beispiel des
ZNS
Gewebsschranken (ZNS: Blut-Hirn-Schranke)

Verschiedene Aspekte scheinen eine Rolle fur die Entwicklung eines Immunprivilegs

zu spielen. Dazu gehdéren Gewebebarrieren, wie beispielsweise die Blut-Hirn-
Schranke, die das ZNS durch eine dichte endotheliale Barriere vom restlichen Korper
abgrenzt und dadurch den unkontrollierten Einfluss von Proteinen und Zellen ins
ZNS verhindert (Barker und Billingham, 1977). Beispielsweise kdnnen nur aktivierte
Lymphozyten die Blut-Hirn-Schranke durchqueren, aber auch die angeborene
Immunantwort unterliegt dem Immunprivileg im ZNS-Parenchym (Galea et al., 2007).
Die Blut-Hirn-Schranke reduziert dadurch das Ausmal® an Antigenstimulation aus
dem Blut. Folglich reagiert das Gehirn mit einer (auf diesen verhaltnismalig
niedrigen Level an Antigenstimulation) angepassten Immunreaktion (Harling-Berg et
al., 2002). Das Immunprivileg ist rein auf das Gehirnparenchym beschrankt (Galea et
al., 2007).

Abwesenheit von Lymphgefédl3en

Ein weiteres Charakteristikum von immunprivilegierten Organen ist das Fehlen von
klassischen Lymphgefal3en (Barker und Billingham, 1977), die fur den Transport von
fremdem Antigen zu den Immunorganen von grol3er Bedeutung sind (in direkter
Weise oder indirekt GUber Antigenprasentierende Zellen) (Ransohoff et al., 2003).

Die Unfahigkeit der Antigenprasentierenden Zellen entlang der perivaskularen
Lymphdrainagewege das ZNS zu verlassen mag einen entscheidenden Faktor zur
Bildung und Aufrechterhaltung des Immunprivilegs des ZNS darstellen. Im ZNS
erfolgt der Abfluss der zerebrospinalen Flussigkeit hauptsachlich durch die
kribriforme Platte in die nasalen LymphgefalRe. Der Lymphabfluss von interstitieller
FlUssigkeit und zerebrospinaler FlUssigkeit sowie die spezialisierten zervikalen
Lymphknoten spielen wichtige Rollen in der Induktion von Immuntoleranz und

erworbener Immunantwort im ZNS (Weller et al., 2009).

12
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Im ZNS findet somit trotz Abwesenheit von konventionellen Lymphgefallen ein
Lymphabfluss statt, der jedoch durch die besonderen Begebenheiten nur aus
flissigen Anteilen besteht und damit nur einen Teil des afferenten Arms der
Immunabwehr bedient (Galea et al., 2007). Der afferente Arm des Immunsystems
unterliegt somit anderen anatomischen Gegebenheiten als im Gbrigen Koérper.

Trotz dieser Besonderheit konnte gezeigt werden, dass zervikale Lymphknoten
sowohl in der B-Zell als auch in der T-Zell vermittelten Immunantwort des Gehirns

eine Rolle spielen.

Abwesenheit von professionellen Antigenprésentierenden Zellen

Des Weiteren sind in den immunprivilegierten Geweben nur wenige bis keine
professionellen Antigenprasentierende Zellen (APC) zu finden (Gell und Coombs,
1968; Wekerle, 1994). Im ZNS haben die Mikrogliazellen die Aufgabe der
Antigenprasentation teilweise Ubernommen — professionelle antigenprasentierende
Zellen, wie dendritische Zellen, scheinen aber in im naiven und gesunden Gehirn

nicht vorhanden zu sein (Aloisi, 2001).

Mangel an MHC-Expression

Auch durch einen Mangel an MHC-Expression im ZNS (Hayes et al., 1987; Vass und
Lassmann, 1990) wird die spezifische Immunantwort unterdrickt, da T-Lymphozyten
diese Kostimulation zu ihrer Aktivierung bendtigen (Wekerle, 2002). Die reduzierte
MHC-Expression konzentriert sich auf die Mikrogliazellen (hauptsachlich im lumbalen
Ruckenmark und in der weillen Substanz des Grofhirns) (Vass und Lassmann,
1990) wund geht eng mit der Abwesenheit von professionellen
Antigenprasentierenden Zellen einher. Allerdings kdnnen Astrozyten in einigen Fallen
gegenuber T-Zellen als Antigenprasentierende Zellen agieren (MHC-abhangig) und
scheinen eine zentrale Rolle in der Ausbildung der Immunantwort im ZNS zu spielen
(Fontana et al., 1984).

13
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Umgebungsfaktoren

Weiterhin scheinen einige Zytokine eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit dem
Immunprivileg zu spielen. Hier ist vor allem TGF-3 zu nennen, der die Migration von
Lymphozyten durch die Blut-Hirn-Schranke und die Proliferation von T-Lymphozyten
unterdrucken kann (Hickey, 2001) und weiterhin bei Antigenkontakt vor allem T-Zell-
Antworten ohne Gewebeschaden auslost. Auch die Expression des FAS-Liganden
tragt zum Immunprivileg bei, indem FAS tragende Lymphozyten abgetdtet werden
(Green et al.,, 2003; Bechmann et al.,, 1999) dadurch zusatzlich die Anzahl von
Lymphozyten im Hirnparenchym vermindert wird.

Die Bluthirnschranke kreiert ein sorgfaltig reguliertes intrakranielles Umfeld, das reich
an nativen immunregulatorischen Molekulen wie beispielsweise Neuropeptiden
(Substanz P, vasoaktive Peptide), neuronalen Wachstumsfaktoren und Interleukinen
(IL1, IL6) ist (Harling-Berg et al., 2002).

Zusammenfassung

Mittlerweile wei® man, dass immunprivilegierte Organe keinesfalls vom
Immunsystem ausgeschlossen sind, sondern dass durch das ZNS standig T-Zellen
patrouillieren (Wekerle et al., 1987, Hickey et al., 1991, Hickey, 2001) und dass ein
Lymphabfluss stattfindet (Cserr et al., 1992; Weller et al., 1992; Kida et al., 1995).
Der efferente Arm der Immunabwehr ist somit vorhanden, wenn auch reduziert. Der
afferente Arm ist in seiner zellularen Route nicht vorhanden, wohingegen die Route
der I6slichen Substanzen normal funktioniert (Galea et al., 2007).

Das ZNS hat somit wie die restlichen Organe am Immunsystem teil, nur in einer
modifizierte Art und Weise. Somit kann man ,Immunprivileg“ als eine reduzierte
Aktivierbarkeit des spezifischen und unspezifischen Immunsystems definieren
(Wekerle, 2002). Wahrend einer Entzindung kann ein starker Anstieg der
Lymphozytenzahl verzeichnet werden (Qing et al., 2000).

Dennoch kommt es auch im ZNS zur immunologischen Abwehr von Antigen und
auch zu Immunerkrankungen. Beispielsweise im Falle der Multiplen Sklerose kommt
es zu einer immunologisch induzierten Zerstorung der Myelinscheiden der Nerven
(Rosche et al., 2003).

14
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Die Komplexitat des Immunsystems deutet bereits darauf hin, welch wichtige Rolle
der Funktionsfahigkeit der Abwehr und einer adaquaten Immunantwort zukommen
muss. Es gilt, den Korper ausreichend zu schutzen, ohne unnétig viel zu zerstoren.
Dieses empfindliche Gleichgewicht beinhaltet eine groRe Stéranfalligkeit und die
Gefahr, dass das Immunsystem Uber- oder unterreagiert oder sich gegen das Selbst
richtet. Es kann zur Immunschwache, zu schweren Begleitschaden oder auch zu

Autoimmunreaktionen kommen (Jiang und Chess, 2004).

1.3. Komponenten der Immunabwehr im ZNS

Die Induktion einer Immunantwort kann in der Peripherie mit dem Verlassen des
Antigens des ZNS beginnen (afferenter Arm) (Harling-Berg et al., 1999) oder durch
das Aussenden von Immunzellen zustande kommen, die im Folgenden auf der
Suche nach Antigen durch das ZNS-Parenchym patrouillieren (efferenter Arm).
Sowohl der afferente Arm (Alarmierung des peripheren Immunsystems durch
ausgesendete Signale von der Peripherie ausgehend) als auch der efferente Arm
(vom peripheren Immunsystem ausgesandte Immunzellen, z.B. Lymphozyten) der
Immunabwehr (Dietzschold und Richt, 2002) unterliegen im ZNS besonderen
Bedingungen (Immunprivileg).

Im Folgenden sollen die einzelnen Komponenten und Bedingungen der
Immunabwehr im ZNS detailliert besprochen werden. Wie bereits dargelegt, gehort
das menschliche ZNS zu den immunprivilegierten Organen, weshalb sowohl
Grundzige des peripheren Immunsystems eine Rolle spielen als auch ZNS-

spezifische Begebenheiten.

1.3.1. Zellulare Komponenten der Immunabwehr im ZNS

Die an der Immunabwehr des ZNS beteiligten Zellen umfassen Mikrogliazellen,
Endothelzellen, Perizyten (Fabry et al., 1994), perivaskulare Makrophagen,
Lymphozyten und Granulozyten. Dendritische Zellen konnten im gesunden ZNS-

Parenchym nicht detektiert werden (Perry, 1998).
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Mikroglia

Als immunologische Haupteffektorzelle fungiert im ZNS die Mikrogliazelle, die dem
Makrophagen/Monozyten-System zugerechnet wird (Graeber und Streit, 1990).
Mikroglia — nach ihrem Entdecker auch Hortega-Zellen genannt — sind in ihrer
ramifizierten Form kleine mobile Zellen mit einem langlichen chromatinreichen Kern
und schmalem Zytoplasmasaum, von dem Buschel feiner verzweigter Fortsatze
abgehen. Zu ihren Aufgaben gehdren neben der Phagozytose und der
Antigenprasentation auch immunregulatorische Funktionen (Aloisi, 2001).
Beispielsweise wurde beschrieben, dass Mikrogliazellen CD4-positive T-Zellen zur
Ausschuittung von Interferon und Tumornekrosefaktor anregen kénnen, wonach die
T-Zelle durch Apoptose zu Grunde geht (Ford et al.,, 1996). Mikrogliazellen
exprimieren MHC |l, wenn auch in geringer Konzentration in normalem Tier-ZNS
(Vass und Lassmann, 1990). Unter physiologischen Bedingungen wird die residente
Mikrogliapopulation durch monozytare Zellen aus der Blutstrombahn erganzt
(Lawson et al., 1992; Priller et al., 2001). Mikrogliazellen sind die einzigen Zellen im
ZNS, die MHC Il auf einer regularen und grundlegenden Basis ausbilden und
angemessen hoch regulieren konnen (Ford et al., 1996).

Mikrogliazellen lassen sich in eine perivaskulare und eine parenchymale Population
aufteilen, die sich anhand ihres Expressionsmusters und ihrer Funktionen
unterscheiden. Perivaskular findet sich eine Population CD4-positiver Mikroglia, die
sich von den ruhenden ramifizierten Mikrogliazellen durch die Expression des
Antikérpers CD4 und ein hohes Level an LCA-Expression unterscheidet (Mittelbronn
et al., 2001).

Lymphozyten

Lymphozyten spielen im System der peripheren Immunabwehr eine wichtige Rolle.
Im ZNS dagegen sind Lymphozyten bei Gesundheit nur gering vertreten, ihre
genauen Aufgaben im ZNS-Gewebe sind noch nicht erschopfend geklart. Bei
verschiedenen ZNS-Erkrankungen koénnen sie in groRer Anzahl nachgewiesen
werden und scheinen eine wegweisende Rolle inne zu haben, sowohl in
Pathogenese als auch in Rehabilitation (z.B. Remyelination nach Demyelination)
(Bieber et al., 2003).
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Die Hauptaufgaben der Lymphozyten liegen in der erworbenen Immunabwehr, sie
sind die Haupteffektorzellen der spezifischen zellularen Abwehr (T-Zellen, NK-Zellen)
und der humoralen Antikorper-vermittelten Immunantwort (B-Zellen) (Fleisher und
Oliveira, 2004).

Lymphozyten bilden mit Granulozyten und Monozyten die Gruppe der weilden
Blutkorperchen (Leukozyten).

In Kapitel 1.4. wird detailliert auf Subtypen, Hintergrinde und Aufgaben der

Lymphozyten eingegangen.

Dendritische Zellen

Unter der Annahme, dass die Zirkulation der Hirnflissigkeiten ein Mechanismus zur
Verteilung von Antigenen im Gehirn ist, stellt sich die Frage, ob es im Hirnparenchym
naive Zellen gibt, die Antigen prozessieren kdnnen und ins Blut oder in die zervikalen
Lymphknoten migrieren konnen, um dort eine Immunantwort zu initiieren. Im
extrazerebralen Gewebe uUbernehmen dendritische Zellen (mit starker Expression
von MHC Il) diese Aufgabe und aktivieren ruhende T-Zellen und initileren somit eine
Primarantwort auf Antigen (Harling-Berg et al., 2002).

Wahrend dendritische Zellen im gesunden ZNS-Parenchym abwesend zu sein
scheinen (Perry, 1998), konnten sie jedoch in der zerebrospinalen Flussigkeit, sowie
Meningen und im choroidalen Plexus nachgewiesen werden (McMenamin et al.,
2003). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass dendritische Zellen an Stellen
akkumulieren, wo Antigen intrazerebral injiziiert wurde (Karman et al., 2004).

Direkt ins ZNS-Gewebe injizierte dendritische Zellen bewegen sich nur sehr wenig
und gelangen nicht in die zervikalen Lymphknoten, wohingegen die in die
zerebrospinale Flussigkeit (cerebrospinal fluid = CSF) injizierten dendritischen Zellen
in den zervikalen Lymphknoten erscheinen und dort bevorzugt B-Follikel anvisieren,
aber vermehrt eine T-Zell-Antwort auslosen (Hatterer et al., 2006).

Die Bedeutung der dendritischen Zellen wird nach wie vor kontrovers diskutiert:
einerseits gibt es viele Hinweise auf eine Funktion der dendritischen Zellen als
Initiatoren von Immunantworten im ZNS, andererseits konnten isolierte dendritische
Zellen aus dem Gehirn von Mausen mit EAE keine T-Zell-Antwort auslésen und

wurden deshalb als limitierend interpretiert (Hatterer et al., 2006).
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Andere Antigenprédsentierende Zellen

Astrozyten und Endothelzellen konnen jedoch - beispielsweise nach Stimulation mit
Interferon y - ebenfalls als APC agieren (Fabry et al., 1994; Dong und Benveniste,
2001). Perizyten kdnnen ebenfalls phagozytieren und Antigen prasentieren (Thomas,
1999). Auch perivaskulare Zellen — im Virchow-Robin-Raum zwischen der
Basalmembran um Perizyten herum und der Basalmembran an der Oberflache Glia
limitans der Hirngefalle gelegen — sind ein Teil der Makrophagenreihe (Bechmann et
al., 2001).

Abgesehen von Mikrozellen konnte jedoch flr keine der antigenprozessierenden
Zellen im ZNS nachgewiesen werden, dass diese Zellen das ZNS verlassen kdnnen,
moglicherweise spielen sie aber im efferenten Arm der Immunabwehr eine Rolle
(Harling-Berg et al., 2002, Hochmeister et al., 2008).

1.3.2. Nicht-zellulare Komponenten der Immunabwehr im ZNS

Antikérper

Antikorper sind ein wichtiger Teil der humoralen Immunantwort. Als von
Plasmazellen gebildete Immunglobuline werden die Antikorper in Flussigkeiten
sezerniert. Sie dienen der Opsonierung und Neutralisierung von Antigenen. Aufgrund
ihrer Grélke und Eigenschaften als Protein kénnen in der Regel Antikorper die Blut-
Hirn-Schranke in gesundem Zustand nicht Gberqueren (Bouras et al., 2005, Janeway
et al., 2005, S.391). Mittels spezifischer Transporter kdnnen einige Proteine die Blut-
Hirn-Schranke Uberqueren (Pardridge, 2007). Innerhalb des gesunden ZNS-
Parenchyms spielen Antikdrper deshalb keine entscheidende Rolle, wohingegen sie
in Blut und Schleimhauten haufig und auch im Liquor zerebrospinalis von gesunden
Patienten (allerdings in sehr geringer Anzahl) vorkommen.

Immunmechanismen, die die Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke erhdhen, spielen
deshalb eine wichtige Rolle, um Antikérpern Zugang zum ZNS Gewebe zu gewahren
(Dietzschold und Richt, 2002).
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Botenstoffe und Umgebungsfaktoren

Ein Schlusselelement der meisten Abwehrreaktionen im ZNS ist die Produktion von
Chemokinen, Zytokinen, Neuropeptiden und anderen Faktoren durch ZNS-Zellen.
Zum einen wirken diese Stoffe direkt auf das infektiose Agens (z.B. durch
Behinderung der Ausbreitung und Vermehrung, u.a. Typ 1 Interferone), zum anderen
konnen sie als Botenstoffe das adaptive Immunsystem der Peripherie beeinflussen
(Dietzschold und Richt, 2002). Chemokine regulieren die Einwanderung von
Leukozyten wahrend entzindlichen und infektidsen Erkrankungen (Banisadr et al.,
2005). Beispielsweise konnten Phillips und Lampson 1999 zeigen, dass die T-Zell-
Einwanderung durch lokale Interferon y — Injektion deutlich verstarkt werden kann
(Phillips und Lampson, 1999). Interferon y kann ebenso wie TNF a die Ausbildung
von MHC Il auf Astrozyten induzieren (Dong und Beneviste, 2001). Die bei Multiple
Sklerose gebildeten Chemokine CCL3 und CCLS5 erleichtern die T-Zell Migration
durch die Blut-Hirn-Schranke (Man et al., 2008).

Zytokine und andere Botenstoffe sind aber auch an der Regulation der
Immunantwort im gesunden ZNS wesentlich beteiligt. Chemokine werden von glialen
Zellen und Neuronen produziert und dienen der interzellularen Kommunikation
(Banisadr et al., 2005).

Ausgesandte Chemokine haben auch einen wesentlichen Einfluss auf die
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke. Verschiedene Stoffe wie TGFB, GDNF, bFGF,
IL-6 und Steroide kénnen durch Nachahmung glialer Funktionen die Bildung der Blut-
Hirn-Schranke induzieren (Abbott, 2002). Neuronaler Wachstumsfaktor (NGF) wurde
als Faktor beschrieben, der zur natlrlichen Immunsuppression im ZNS entscheidend
beitragt und dadurch in Versuchen auch schitzend gegen die Entwicklung von EAE
gewirkt hat (Villoslada et al., 2000).

Der Zugang von Zellen in das ZNS ist nicht nur streng reglementiert, im Parenchym
treffen die Lymphozyten zudem auf ein feindliches Mikromilieu: T-Zellen im ZNS
sterben rasch durch apoptotische Mechanismen (Bauer et al., 1998). Die Expression
von FasL auf Neuronen und anderen ZNS-Zellen flhrt zur antigen-unabhangigen
Apoptose von Fas-positiven T-Zellen (Bechmann et al., 1999; Flugel et al., 2000;
Bauer et al.,, 1998). Weiterhin scheint die Freisetzung von TNFa ein zentraler
Mechanismus zur Beschrankung von Inflammation im ZNS zu sein (Gold et al.,
2007).
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Lymphabfluss

Obwohl im ZNS keine Lymphgefalle im eigentlichen Sinne existieren, findet dennoch
ein Lymphabfluss in die zervikalen Lymphknoten statt (Cserr and Knopf, 1992), der
die Antikorperbildung in den zervikalen Lymphknoten beeinflussen kann (Harling-
Berg et al., 1989; Knopf et al.,, 1995). Entlang des Bulbus olfactorius und
wahrscheinlich auch entlang der anderen Hirnnerven gelangen ZNS-Antigene in die
Lymphknoten, wo sie auf T-Zellen treffen und diese stimulieren/aktivieren (Weller et
al., 1992).

Alle Hirnflissigkeiten (extrazellulare Flussigkeit, interstitielle zerebrale Flissigkeit,
zerebrospinale  Flussigkeit) stehen in  Verbindung und verlassen den
subarachnoidalen Raum durch die arachnoidalen Granulationen sowie entlang des
Nervus olfactorius durch die kribriforme Platte ins Blut und in die zervikalen
Lymphknoten (Oehmichen, 1978; Bradbury und Westrop, 1983; Kida et al., 1995).
Dabei gelangen ca. 40% der zerebrospinalen Flussigkeit und 50% der interstitiellen
FllUssigkeit in die zervikalen Lymphknoten (Bradbury und Cole, 1980; Yamada et al.,
1991, Boulton et al., 1998).

Somit scheint festzustehen: Enzephalogene Antigene kénnen das ZNS verlassen
und mit dem Immunsystem interagieren (Hickey, 2001).

Antigen, das in die zerebrospinale Flussigkeit injiziert wurde, konnte nach einigen
Stunden in den zervikalen Lymphknoten nachgewiesen werden. Nach einigen Tagen
konnten in den Lymphknoten Antigenspezifische B-Lymphozyten nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse bestatigen die Drainage von Antigen aus dem Gehirn in
die zervikalen Lymphknoten und die Initiierung einer antigenspezifischen
Immunantwort in diesem Rahmen (Walter et al., 2006). Diese initial periphere
Immunantwort (afferenter Arm) wird in den zervikalen Lymphknoten induziert und ist
durch eine starke Antikorperreaktion (IgG) charakterisiert, die eine Reaktion der
zytotoxischen T-Zellen einleitet (Harling-Berg et al., 2002).

Der afferente Arm der zerebralen Immunantwort besitzt keinen zellularen
Transportmechanismus flr Antigene und ist dadurch deutlich eingeschrankt und
stark abhangig von dem Transport von Antigenen in die zervikalen Lymphknoten in
I6slicher Substanz (Galea et al., 2007). Der Mangel einer zellularen Route fur
Antigen aus dem Gehirn in Lymphknoten wird als einer der Hauptfaktoren des

Immunprivilegs gesehen (Galea et al., 2007).
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1.4. Lymphozyten als Teil der Inmunabwehr im ZNS

141. Herkunft, Subtypen und Aufgaben im peripheren Immunsystem

Herkunft von lymphozytaren Zellen

Lymphozyten stammen wie alle weiteren Blutzellen von pluripotenten
hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark ab (Blom und Spits, 2006).

Im ersten Entwicklungsschritt differenzieren sich diese pluripotenten Zellen zu
Stammzelllinien mit eingeschranktem Potential, z.B. zur gemeinsamen
lymphatischen (lymphoiden) Vorlauferzelle, die im Verlauf zu einem der drei
lymphozytaren Subtypen B-Lymphozyten, T-Lymphozyten oder NK-Zellen (naturliche
Killer — Zellen = Non-B-non-T-Zellen) reift.

Dieser Entwicklungsschritt findet in den zentralen oder primaren lymphatischen
Geweben statt und ist abhangig vom Ort der Reifung: B-Lymphozyten reifen im
Knochenmark (,B“ fur Bone-marrow) und T-Zellen entwickeln sich im Thymus (,T*
fur Thymus). Es besteht Konsensus, dass die Entwicklung der NK-Zellen
hauptsachlich im Knochenmark stattfindet — ein Teil der Entwicklung scheint jedoch

in den Lymphknoten vonstatten zu gehen (Freud und Caligiuri, 2006).

Morphologie der Lymphozyten

Morphologisch sind naive Lymphozyten kleine, runde Zellen (Durchmesser: 7-9 um)
mit einem groflen Zellkern und schmalem Zytoplasmasaum. Durch ihren
chromatinreichen Zellkern erscheinen sie basophil (siehe Abbildung 1).

Eine Aktivierung der Lymphozyten durch Antigenkontakt oder durch Zytokin
vermittelte Signale anderer Immunzellen fihrt zu einer GroRenzunahme und zu einer
Verschiebung der Kern-Plasma-Relation zugunsten des Zytoplasmas. Das
Chromatin wird dekompensiert und damit lichtmikroskopisch aufgelockert (Janeway
et al., 2005, S. 20) (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 1: Morphologie von Lymphozyten anhand Beispielen aus Licht- und
Elektronenmikroskopie (Janeway et al., 2005)

Entwicklung und Erlanqung von Immunkompetenz

Solange die B- und T-Zellen noch keinen Antigenkontakt hatten, bezeichnet man
diese inaktiven Lymphozyten als nativ oder ungepragt. Native Lymphozyten
zirkulieren auf der Suche nach ihrem Antigen zwischen Blut und Lymphflissigkeit.

Sobald die Lymphozyten auf ihr spezifisches Antigen treffen (prasentiert von Antigen
prasentierenden Zellen, vor allem im peripheren/sekundaren lymphatischen Gewebe,
hauptsachlich durch dendritische Zellen in den Lymphknoten) werden sie zu
Effektorzellen und verlassen das lymphatische Gewebe durch das efferente
lymphatische Gefal’. Diese aktivierten Lymphozyten — auch Lymphoblasten genannt
— sind mit einem durchschnittichen Durchmesser von ca. 12 ym groRer als ihre
nativen Vorlaufer (siehe Abbildung 2). Sie zirkulieren auf der Suche nach ihrem
Antigen weiterhin durch den Koérper und werden nicht mehr in den Lymphknoten

aufgehalten.
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Kleiner ruhender
Lymphozyt

Plasmazelle Effektor T-Zelle

Abbildung 2: Morphologie und Entwicklung von Lymphozyten (Elektronenmikroskop)
(nach Janeway et al., 2005, S. 20)

Um ihre Rolle der Gewebsiberwachung wahrnehmen zu konnen, missen
Lymphozyten in der Lage sein, die Blutzirkulation zu verlassen und durch die soliden
Gewebe des Korpers zu patrouillieren (Adamson et al., 1999). Auf diesen Prozess
der Extravasation wird spater noch genauer eingegangen.

Sobald sie auf ihr spezifisches Antigen treffen, Uben sie ihre jeweilige
Effektorfunktion aus.
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Lymphozyten-Subtypen

Die verschiedenen Lymphozytenpopulationen unterscheiden sich in ihrer Funktion
und daraus folgend in ihrer Prasentation von Oberflachenantigenen. Dieses
unterschiedliche Expressionsmuster macht man sich in der Differenzierung der
Subpopulationen zu nutze, da rein morphologisch keine sichere Abgrenzung
zwischen den Subtypen (Ausnahme: Plasmazelle) moglich ist. Man bedient sich
spezifischer Oberflachenmarker, den so genannten ,Cluster of Differentiation” (CD)

um die verschiedene Lymphozyten-Subtypen zu differenzieren.

T-Lymphozyten

Die Gesamtheit der aus dem Thymus stammenden Lymphozyten wird als T-Zell-
Population bezeichnet. Diese Population ist gekennzeichnet durch die Bildung eines
spezifischen Oberflachenantigens, dem T-Zell-Rezeptor (TCR). Dieser Rezeptor wird
in der CD-Nomenklatur als CD3 bezeichnet und wird zur Markierung und
Bestimmung der Gesamt-T-Zellpopulation eingesetzt. Der TCR dient zur Erkennung
von korperfremdem Antigen.

Die Aktivitat der T-Zellen ist auf die Kontrolle von Virus-befallenen Koérperzellen,
sowie auf die Abwehr von Pilzen und Parasiten gerichtet. T-Zellen spielen aulerdem
bei der AbstoRung von fremdem Gewebe eine Rolle und helfen bei der humoralen
Antikdrpervermittelten Immunantwort. T-Zellen gehdren der spezifischen, zellularen
Immunitat an.

Die Gruppe der CD3-positiven Lymphozyten besteht aus mehreren Untergruppen,

auf die im Folgenden eingegangen wird.

CD4-positive T-Lymphozyten

Die CD4-Oberflachenantigen exprimierenden T-Lymphozyten kdnnen ihrerseits in
drei Subtypen mit unterschiedlichen Funktionen differenziert werden. Um eine
spezifische Antigenerkennung zu gewahrleisten, reagieren CD4-Lymphozyten nur
auf Antigene, die gemeinsam mit MHC-Proteinen der Klasse |l prasentiert werden
(Bevan, 2004).

So genannte Th1-Zellen werden auch als inflammatorische T-Zellen bezeichnet.
Infektionen durch intrazellulare Bakterien I6sen bei ihnen nach Prozessierung und

Darbietung durch Makrophagen die Ausschittung von Makrophagen aktivierenden
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Zytokinen, vor allem von Interferon y, aus und fihren dadurch zu einer
Entzindungsreaktion (Janeway et al., 2005, S.31).

Th2-Zellen werden auch als Helferzellen bezeichnet. Sie wirken durch die
Ausschittung von verschiedenen Zytokinen, vor allem von Interleukin (IL) 4,
unterstitzend auf die Stimulation von B-Zellen. Sie tragen dadurch entscheidend zur
Aktivierung der humoralen (nicht-zellularen) Abwehr bei (Seder und Ahmed, 2003).
Der dritte Helferzelltyp sind die regulatorischen Zellen vom CD4-Typ. Diese Zellen
zeichnen sich meist durch eine Ko-Expression von CD25 aus. Bis jetzt konnte kein
spezifischer Marker ausgemacht werden (Yi et al., 2006). Diese regulatorischen
CD4-Lymphozyten spielen hauptsachlich in der frihen und primaren Phase der
Immunantwort eine Rolle und fuhren zu einer unspezifischen Suppression. Sie
kommen naturlicherweise vor und bendtigen kein Priming vor Inkrafttreten ihrer
Funktionen (Jiang und Chess, 2004).

CD8-positive T-Lymphozyten

CD8-positive Lymphozyten zeichnen sich durch Expression des Oberflachenantigens
CD8 aus, das als Ko-Rezeptor des T-Zell-Rezeptors (TCR) dient. Zu den CD8-
positiven Lymphozyten zahlen die zytotoxischen T-Zellen, die
regulatorischen/immunsuppressiven CD8-positiven T-Zellen und der CD8-

Gedachtniszelltyp.

Die Funktion der zytotoxischen T-Zellen ist die spezifische zellulare Abwehr. Mit dem
T-Zellrezeptor konnen die zytotoxischen T-Zellen fremde Antigene auf Korperzellen
erkennen und téten. Bedingung fur die Antigenerkennung ist deren Darbietung durch
MHC | Molekuile, der auf allen zellhaltigen korpereigenen Zellen vorhanden sind
(Neumann et al.,, 2002). Somit ergibt sich ein klarer Unterschied zu den CDA4-
Lymphozyten, der die verschiedenen Funktionen verdeutlicht: CD4-Zellen erkennen
Antigen, das von professionellen Antigen prasentierenden Zellen dargeboten wird
(MHC 1), wahrend CD8-Zellen auf jedes fremde Antigen reagieren, das auf einer
korpereigenen Zelle (MHC 1) erscheint. Durch die Produktion und Freisetzung von
Zytokinen (TNF a, Interferon y) und durch zytolytische Mechanismen (Perforin- und
Granzymfreisetzung) (Trapani und Smyth, 2002) kdnnen die zytotoxischen T-Zellen
infizierte korpereigene Zellen zerstéren und intrazellulare Infektionen (viral und

bakteriell, bestimmte Protozoeninfektionen, z.B. Toxoplasma gondii) abwehren.
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Einige wenige zytotoxische T-Zellen entwickeln sich nach Antigenkontakt zu
Gedachtnis- oder Gedachtnis-Zellen, die jahrelang im Organismus Uberleben und bei
erneutem Angriff ihres Antigens schnell und effektiv reagieren kénnen (Seder und
Ahmed, 2003). CD8-T-Zellen spielen auch in der Regulation der Blut-Hirn-
Schranken-Permeabilitat eine wichtige Rolle (Johnson et al., 2007). So zeigte die
Arbeitsgruppe um Tan und Hurst an einem in vitro Blut-Hirn-Schrankenmodel, dass
aktivierte T-Zellen wahrend neuroinflammatorischen Prozessen den Zelltod von
Endothelzellen an der Blut-Hirn-Schranke direkt und zellzahlabhangig induzieren und

die Integritat der Blut-Hirn-Schranke durchbrechen kénnen (Tan et al., 2002).

Die CD8-positiven regulatorischen T-Zellen (Treg) hingegen regulieren die
Immunantwort. Daher auch ihr zweiter Name: Suppressorzellen. Supressorzellen
sind essentielle Teile der Kontrolle von Autoimmunitat (Jiang und Chess, 2004). Fur
diese Suppressorzellgruppe existieren bis jetzt keine spezifischen Marker — eine
Vielzahl von unterschiedlichen Ko-Expressionen wurden beschrieben, unter anderem
CD25, CD122, CD45RC high/low, CD28-negativ, CD75s, CDaa+ (Tang et al., 2005),
sowie eine verminderte Zytokin-Expression (Trajkovic et al., 2004). Eine genaue
Charakterisierung und Identifizierung ist deshalb schwierig. Zwei Haupt-Kategorien
konnten differenziert werden: antigenspezifisch und nicht-antigenspezifisch (Tang et
al., 2005). Nicht-antigenspezifische CD8-Suppressorzellen entwickeln sich nach
Interleukin 2 Exposition aus CD8-positive CD28-negative Zellen (Filaci et al., 2004).
Die Entwicklung von CD8-positiven Suppressorzellen scheint bei Mausen durch Qa1
(menschliches Homolog ist HLA E) auf aktivierten CD4-positiven T-Zellen induziert
zu werden (Sarantopoulos et al., 2004). CD8-positive Tregs werden durch IL4 und
IL12 gefordert. Sie produzieren I1L10 und bilden ein einzigartiges Muster an
Oberflachenproteinen mit gleichzeitiger Expression von Aktivierungsmarkern und
primitiven Zellmarkern aus. lhre Aufgabe ist die Blockierung der Aktivierung von
naiven oder Effektorzellen, weiterhin supprimieren sie IgG/IgE Antikorper Antworten
und Graft-versus-host-Reaktion in vivo. Die Suppression wird durch direkten T-Zell
zu T-Zell Kontakt initiiert und antagonisiert T-Zellrezeptor Signale (Noble et al.,
2006). Den Suppressorzellen vom CD8-Typ wird eine entscheidende Rolle in der
Verhinderung von Exazerbation und Relaps im Tiermodel der Multiplen Sklerose
(experimentelle  autoimmune  Enzephalomyelits =  EAE) zugesprochen

(Sarantopoulos et al., 2004).
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Sowohl CD8-positive als auch CD4-positive Suppressorzellen scheinen zum Teil
durch Kontakt mit Astrozyten induziert zu werden. Wichtige Faktoren der
Suppressorfunktion scheinen diesbezlglich hitzesensible T-Zellfaktoren (auler TGF
3 und IL10) zu sein (Trajkovic and al., 2004). Insgesamt sind die Funktionsweisen
der verschiedenen Subgruppen nur teilweise bekannt, selbst in der genauen
Differenzierung in funktionelle oder phanotypische Subgruppen besteht noch keine
Einheit.

B-Lymphozyten

Die im Knochenmark ausgebildeten B-Zellen lassen sich Uber die Oberflachenmarker
CD19 und CD20 (Ko-Rezeptoren) bestimmen. B-Lymphozyten sind als Hauptzellen
der humoralen Abwehr essentieller Bestandteil der spezifischen zellularen
Immunantwort.

Nach ihrer Aktivierung durch Antigenkontakt (mit Unterstitzung der Th2-
Lymphozyten) bzw. durch unmittelbaren Kontakt mit Zytokinen entwickeln sie sich zu
Plasmazellen (MacLennan, 1994), die eine typische Morphologie aufweisen: es sind
ovale Zellen (Durchmesser 14-20 um) mit ungranuliertem Zytoplasma (reich an
endoplasmatischem Retikulum u. Ribosomen), gut entwickeltem Golgi-Apparat u.
kleinem, exzentrisch gelegenem Kern mit der typischen Radspeichenstruktur des
Chromatin (siehe Abbildung 2).

Plasmazellen produzieren monoklonale Antikdrper, die unter anderem durch
Opsonierung von extrazellularen Erregern deren Phagozytose stimulieren und
dadurch entscheidend zur Immunantwort beitragen. Weitere Funktionen sind die
Bindung von fremden und korpereigenen Antigenen und deren Neutralisation
(Janeway et al.,, 2005, S.368). Die Antigenspezifitat der gebildeten Antikoérper
entspricht dem Rezeptor des B-Zell-Klons, aus dem die Plasmazelle entstanden ist.
Nach Aktivierung entwickeln sich einige B-Zellen zu Gedachtniszellen, die nicht an
der akuten Immunreaktion teilnehmen. Sie dienen im Fall eines erneuten Kontakts
mit dem entsprechenden Antigen als schnell rekrutierbare Reserve, die eine schnelle

Antikoper basierte Immunantwort bereitstellen kann.
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Natiirliche Killer Zellen (NK)

Diese NK-Zellen gehoren zur angeborenen Immunabwehr und wirken
antigenunspezifisch. Menschliche NK-Zellen machen in etwa 15% der zirkulierenden
Lymphozyten aus (Cooper et al., 2001).

NK-Zellen tragen zur Abwehr von virusinfizierten Zellen und Tumorzellen bei — auch
bei Leishmanien- und Listerieninfektionen spielen sie eine wichtige Rolle. Zusatzlich
scheinen NK-Zellen auch eine Rolle als regulatorische Zellen zu spielen (Jiang und
Chess, 2004).

Durch Freisetzung von zytotoxischen Granula (Granzym oder Perforin), die durch an
Zielzellen gebundene Antikdrper ausgeldst wird, sobald diese mit den Fc-Rezeptoren
(CD16) der NK-Zellen in Kontakt treten, werden die Zielzellen getétet. Die
Proliferation der NK-Zellen unterliegt der Regulation durch T-Lymphozyten (Helfer- u.
Suppressorzellen). lhre Aktivitat wird v. a. durch Interferone sowie Interleukine u. a.
Immunmodulatoren stimuliert.

NK-Zellen besitzen die Fahigkeit, Zielzellen ohne vorhergegangene Sensibilisierung
zu lysieren, und spielen deshalb eine wichtige Rolle in der angeborenen Abwehr
(Cooper et al., 2001). Es kénnen zwei Untergruppen von NK-Zellen unterschieden
werden: CD56-stark exprimierende immunregulatorische NK-Zellen und CDS56-

schwach exprimierende zytotoxische Zellen (Farag und Caligiuri, 2006).

NK-Zellen verfigen weder Uber die Oberflachenmerkmale von B-Zellen noch von T-
Zellen und werden deshalb auch als Nullzellen bezeichnet. Morphologisch stellen
sich Nullzellen als grol3e Lymphozyten mit zahlreichen zytoplasmatischen Granula
dar (Abbildung 3). Durch ihr Antigenprofil kann der NK-Zelltyp von anderen
Lymphozyten abgegrenzt werden (CD3-negativ, CD16-positiv und CD56-positiv)
(O'Shea und Ortaldo, 1992), wobei es verschiedene Subtypen gibt und nicht alle NK-
Zellen den typischen Phanotyp ausbilden (Whiteside und Herbermann, 1994). Eine
eindeutige Darstellung ist nur durch Mehrfachfarbungen mdglich, da CD16, CD56

und CD57 auch auf einer Minderheit von T-Zellen zu finden sind.
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Naturliche Killer-Zelle

Abbildung 3: Naturliche Killer Zelle (Lichtmikroskop) (nach Janeway et al., 2005, S.6)

1.4.2. Wege der Lymphozyten ins ZNS

Die Lymphozyten kdnnen uber verschiedene Wege ins ZNS gelangen: Uber die Blut-
Hirn-Schranke in den parenchymalen perivaskularen Raum oder direkt Uber post-
kapillare Venulen an der pialen Oberflache in den subarachnoidalen Raum, bzw. in
den Virchow-Robin-Raum. Ein dritter Weg geht Uber die Blut-Liquorschranke in den
zerebrospinalen Liquor und von dort Uber die Hirn-Liquor-Schranke ins

Hirnparenchym (Ransohoff et al., 2003).

Auler an den zirkumventrikularen Organen ist das gesamte ZNS von der so
genannten Blut-Hirn- oder Hirnliquorschranke umgeben.

Trotzdem konnen Leukozytenpopulationen abhangig von der Expression von
Adhasionsmolekulen wahrend Neuroinflammation verschiedene Wege an
ausgesuchten Stellen ins ZNS-Parenchym nehmen (Engelhardt und Ransohoff,
2005).

Da die Blut-Hirn-Schranke im Vergleich zur Blut-Liquor-Schranke eine ca. 5000-fach

groliere Flache besitzt, wird angenommen, dass der Grof3teil der Migration vom Blut

ins ZNS-Parenchym Uber diesen Weg geschieht (Pardridge, 1999).
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Blut-Hirn-Schranke

Durch die Blut-Hirn-Schranke wird das ZNS vor plasmatischen Schwankungen und

zirkulierenden Substanzen wie Neurotransmittern, die die neuronale Funktion stdren
konnten, geschutzt. Die Blut-Hirn-Schranke bildet auch die Voraussetzung fir eine
homeostatische Regulation des Mikromilieus, das fur eine konstante und koordinierte
Neuronentatigkeit unerlasslich ist (Abbott, 2002).

Das vaskulare System des ZNS stammt von kapillaren Endothelzellen ab, die vom
perineuralen vaskularen Plexus aus in das frihe Neuroektoderm des Embryos
eingedrungen sind. Die Expression von den VEGF Rezeptoren 1 und 2 (flt-1 and flk-
1) ebenso wie den Angiopoetinrezeptoren (tie-1 und tie-2) ist wahrend der
Angiogenese im ZNS im Vergleich zum Erwachsenenendothel deutlich erhdht. Diese
Rezeptoren werden fur die regelrechte Ausbildung des GefalRsystems bendtigt und
besonders der Rezeptor Tie 2 ist essentiell fur die Angiogenese des ZNS, da durch
diese Faktoren das Zellwachstum der Endothelzellen, deren Permeabilitat und

Differenzierung bestimmt wird (Risau et al., 1998).

Die Blut-Hirn-Schranke besteht im Gegensatz zu den meisten vaskularen
Endothelien aus nicht-fenestrierten Endothelzellen, die durch zusatzliche sehr
komplexe Tight-junctions verbunden sind (Reese und Karnovsky, 1967). Diese Tight-
junctions bilden die strukturelle Basis fur parazellulare Undurchlassigkeit und den
hohen elektrischen Widerstand der Blut-Hirn-Schranke (Risau et al., 1998).

Diese hoch-spezialisierten Endothelzellen besitzen charakteristischerweise auch
keine pinozytotischen Vesikel (Man et al., 2008), dafir jedoch spezialisierte
Transportsysteme (Risau et al., 1998). Abluminal sind mikrovaskulare endotheliale
Zellen im ZNS mit einer Basalmembran sowie einer extrazellularen Matrix aus
Kollagenen, Elastin, Fibrillin, Laminin und Fibronektin assoziiert (Hayashi et al.,
1997).

Die strukturelle und funktionale Integritat scheint unter anderem durch Astrozyten
beeinflusst zu werden (Risau und Wolburg, 1990). Astrozyten sind grol3e, zur
Phagozytose befahigte, sternformige Zellen mit zahlreichen Zellfortsatzen, die mit
Nervenzellen u. Blutgefalien in Verbindung stehen und die sog. Gliagrenzmembran

bilden und damit zur Bildung der Blut-Hirn-Schranke beitragen. Die genaue
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Entstehung und Reifung der Blut-Hirn-Schranke wird teilweise noch stark diskutiert —
in letzter Zeit wird auch eine verstarkte Bedeutung der umgebenden Neuronen fur
die Reifung der Blut-Hirn-Schranke angenommen (Haseloff et al., 2005). Durch die
Tight-junctions (einem Maschenwerk aus interendothelialen Proteinen, z.B. Occludin
und Claudine (Furuse et al., 1993; Morita et al., 1999) wird die Blut-Hirn-Schranke fur
Molekule und Zellen zum Grofdteil undurchlassig (Adamson et al., 2002). Der
Transport von Molekulen durch die Blut-Hirn-Schranke kann in passiver und aktiver
Weise, also durch Diffusion oder mittels Transportern erfolgen.

Die Diffusion von Molekulen durch die Blut-Hirn-Schranke ist abhangig von ihrem
Molekulargewicht, ihrer Ladung und ihrer Lipophilie (Cornford und Hyman, 1999).
Verallgemeinernd lasst sich sagen, dass nicht-ionisierte Molekule mit niedrigem
Gewicht und starker Lipophilie am besten durch die intakte Blut-Hirn-Schranke
diffundieren kénnen (Scheld, 1989).

Bei Entziindungen im ZNS-Gewebe, aber auch in der Peripherie, kann es durch die
Zirkulation von Zytokinen im Blut (wie beispielsweise TNFa) zu Veranderungen an
der Blut-Hirn-Schranke bis hin zu einem Zusammenbruch kommen (Hickey, 2001).
FUr einige andere Erkrankungen wie virales hamorrhagisches Fieber, HIV,
Demenzen, Schock und zerebrale Malaria konnte eine Offnung der Blut-Hirn-
Schranke gezeigt werden (Johnson et al., 2007). Selbst Diabetes und entzundlicher
Schmerz hatten im Tiermodel schadliche Auswirkungen auf die Blut-Hirn-Schranke
(Hawkins und Egleton, 2008).

Die Migration von Lymphozyten soll im Folgenden detailliert geschildert werden.

Migration der Lymphozyten (iber die Blut-Hirn-Schranke

Um Eintritt ins Gehirngewebe Uber die Blut-Hirn-Schranke zu bekommen, missen
die Lymphozyten entweder die Tight-junctions durchqueren (Diapedese) oder durch
den Zellkorper der Endothelzelle migrieren (Emperipolesis). Nach langen Debatten
uber den Eintrittsweg hat sich mittlerweile grofteils die Meinung durchgesetzt, dass
die Diapedese der Haupt-Eintrittsmechanismus der Lymphozyten ins ZNS ist
(Aurrand-Lions et al., 2002), obwohl festzuhalten bleibt, dass beide Wege der
Extravasation fur Leukozyten moglich sind und benutzt werden (Engelhardt und
Wolburg, 2004).
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Die Mechanismen der Extravasation der Lymphozyten durch die Blut-Hirn-Schranke
scheinen in Gesundheit und Krankheit zu differieren (Kleine und Benes, 2006). Bei
einer allgemeinen Entzindungsreaktion oder Immunkrankheit im Korper kommt es
zu einer vermehrten Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke fir Leukozyten (Fabry et
al., 1994; Adamson et al., 1999). Wobei sich zeigte, dass es bei einer Entziindung
nicht zu einer Ansammlung von Lymphozyten auf der vaskularen Seite der Blut-Hirn-
Schranke kam, sondern dass sich die Durchtrittsquote nach der initialen Adhasion
erhohte (Lees et al., 2006). Oft wurde jedoch in den vorliegenden Publikationen nicht

eindeutig zwischen Gesundheit und Krankheit unterschieden.

Die Blut-Hirn-Schranke umfasst sowohl KapillargefalRe als auch post-kapillare
Venulen, wo der Groldteil der Leukozytenextravasation stattfindet (Engelhardt und
Ransohoff, 2005). An der Blut-Hirn-Schranke  werden sehr wenige
Adhasionsmolekiile exprimiert, wodurch die Lymphozyten zum Grofteil im Blutstrom
fortgespult werden und keine Gelegenheit bekommen, sich Uber die Blut-Hirn-

Schranke ins Hirngewebe zu bewegen (Carrithers et al., 2000).

Die Emperipolesis ist ein alternativer Weg flr die Migration durch das Endothel —
nicht durch den Interzellularspalt sondern direkt durch den Zellkérper gelangt der
Lymphozyt ins Hirngewebe. Dieser transzellulare Weg der Extravasation beginnt in
ahnlicher Weise wie bei der Diapedese mit einer Adhasion, daraufhin entwickelt die
Endothelzelle jedoch mikrovilldse Ausstulpungen, mit denen sie den Lymphozyten
umschlieBen und so durch den Endothelzellkbrper zur abluminalen Seite

durchschleusen kann (Wolburg et al., 2004).

Bei der Diapedese als parazellularer Route gelangen die Lymphozyten nach einem
mehrstufigen Prozess durch die Tight-junctions ins Gewebe (Piccio et al., 2002),
wobei die Endothelzellen aktiv zur Extravasation von inflammatorischen Leukozyten
beitragen koénnen (Man et al., 2007). Der initiale Kontakt eines im Gefal}
zirkulierenden Lymphozyten wird durch Interaktion eines glykolisierten Liganden auf
den Leukozyten mit endothelstandigen Selektin-Molekulen hergestellt (Bindung =
Tethering). Durch die Stromung des Blutstroms und durch a-4-Integrin der
Endothelzellen kommt es zum Prozess des Abrollens (rolling) entlang der
GefalRwand (Springer, 1994; Johnston et al., 2000; Man et al., 2007).
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Durch eine Chemokin-Rezeptor-Aktivierung kommt es durch einen G,-Signalweg zu
einem schnellen intrazellularen Signal, das eine Umwandlung in einen hoch-affinen
Status des Leukozyten bewirkt (Man et al., 2007). Die ausgebildeten hoch-affinen
Integrine interagieren mit den endothelialen Rezeptoren VCAM-1 und ICAM-1, bzw.
alternativ mit FN CS-1, und schaffen dadurch eine feste Bindung (Man et al., 2007).
Das endotheliale junktionale Adhasionsmolekil 1 (JAM-1) scheint durch die
Interaktion mit Integrin a2 LFA-1 ebenso eine Rolle zu spielen (Ostermann et al.,
2002). Nach der Bindung des Leukozyten folgt eine Suche nach interendothelialen
Kontaktstellen, was ,Locomotion genannt wird (Schenkel et al., 2004). Dabei kommt
es zu einer Ausbildung von Protusionen, die die abluminale Umgebung nach
chemotaktischen Reizen absuchen. Die Scherkraft spielt bei der Ausbildung der
Protrusionen eine entscheidende Rolle und tragt somit positiv zur leukozytaren
Transmigration bei (Ransohoff, 2007). Nun penetrieren die Leukozyten die
endotheliale Basalmembran in Richtung perivaskularen Raum. Durch die Bildung von
verschiedenen Formen von Matrix-Metalloproteinase (MMP), einer Zink-enthaltenden
Endoproteinase, konnen T-Zellen die Migration durch die Basalmembranen
erleichtern (Sasaki et al., 2004).

Neuerdings zeigten sich jedoch auch Hinweise, dass die Anbindung von T-
Lymphoblasten in der weil3en Substanz des Riuckenmarks ohne Rolling in einem
.immediate-capture event” (Man et al., 2007) stattfinden kann (Vajkoczy et al., 2001;
Engelhardt, 2006).

Bereits 2001 beschrieben Wingerchuk et al., dass Molekule wie VCAM, ICAM, VLA-4
und LFA-1 in der frihen T-Zell-Transmigration keine Rolle zu spielen scheinen
(Wingerchuk et al., 2001). Eine Interaktion zwischen Leukozyt und Endothelzellen,
bzw. Rolling wurde in gesunden Mausen nicht beobachtet (Ransohoff et al., 2003).
Nur nach Aktivierung der Gefalle konnte eine Interaktion des Endothels mit
aktivierten Lymphozyten nachgewiesen werden (Ransohoff et al., 2003). P- und E-
Selektine werden beispielsweise auf Endothelzellen nur bei akuten und chronischen
inflammatorischen Prozessen ausgebildet, wahrend L-Selektin auf den meisten
zirkulierenden Leukozyten zu finden ist (Man et al., 2007). Auf nicht-aktivierten
Endothelzellen ist somit die Voraussetzung fur Rolling und Tethering nicht gegeben,
so dass angenommen wurde, dass mdglicherweise die Lymphozytentransmigration

in Gesundheit ohne Rolling geschieht (Kleine und Benes, 2006).
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Die folgende Abbildung (Abbildung 4) zeigt eine schematische Darstellung der Blut-
Hirn-Schranke (nach Wingerchuk et al., 2001).
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Endothelzelle Basalmembran

Abbildung 4: Bluthirnschranke nach Wingerchuk et al., 2001

Voraussetzungen

Unabhangig vom Mechanismus ist die Extravasation in das Hirnparenchym in erster
Linie vom Aktivierungszustand des Lymphozyten abhangig und — interessanterweise
von seiner Antigenspezifitdt und von seinem Phanotyp unabhangig. Wegweisende
Experimente von William F. Hickey wiesen dies eindrucklich nach: Die Ergebnisse
zeigten unmissverstandlich, dass nach Injektion alle T-Zell-Typen auller nicht
aktivierten, ruhenden T-Zellen im ZNS in groRen Mengen nachweisbar waren und
dass nur diejenigen, die gegen das im ZNS auftretende MBP geprimt waren, dort

auch langer als wenige Stunden verweilten (Hickey et al., 1991).
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Nur kurzlich aktivierte Lymphozyten scheinen die Blut-Hirn-Schranke tberqueren zu
konnen (Greenwood und Calder, 1993). Die transendotheliale Migration von
Lymphozyten hangt also von der Lymphozyten-Aktivierung ab, die durch den T-Zell-
und Interleukin 2 — Rezeptor (CD25) signalisiert wird (Pryce et al., 1997; Wekerle,
2002).

Das bedeutet, dass in vivo nur Antigen-spezifische, IL-2 abhangige T-Zellen die
Fahigkeit besitzen, ins ZNS zu migrieren (Hickey, 1999).

In vitro-Studien haben gezeigt, dass CD4-positive T-Zellen am effektivsten die Blut-
Hirn-Schranke Uberqueren kénnen (Fabry et al., 1994), bzw. dass B-Zellen leichter
durch menschliche Endothelzellen aus den Gehirngefallen migrieren konnen als T-
Zellen (Alter et al., 2003).

Nachdem im Ratten-Rickenmark eine deutliche Ubermacht von CD8-positiven
Lymphozyten gefunden worden war, postulierte man, dass CD8-Zellen eventuell
aufgrund ihres Chemokinrezeptors CCR9, der auf CD4-Lymphozyten nicht exprimiert
wird, leichter als andere Lymphozytensubtypen die Blut-Hirn-Schranke Uberqueren
konnen (Bradl et al., 2005).

Eine eindeutige Aussage lasst sich anhand der bestehenden Datenlage

diesbezuglich nicht treffen.
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Blut-Liquor-Schranke

Die Blut-Liquor-Schranke wird vom Epithel des Plexus choroideus gebildet, wobei
ebenso wie bei der Blut-Hirn-Schranke Tight-junctions die Epithelzellen miteinander
verbinden. Im Gegensatz zur Blut-Hirn-Schranke sind allerdings die Kapillaren
fenestriert (Kim et al., 2006). Die Migration Uber die Blut-Liquor-Schranke ist ein
mehrstufiger Prozess, der mit dem Ubertritt der Leukozyten durch die choroidalen
Plexusstroma-Gefalde ins Plexusstroma beginnt (Man et al., 2007).

Nach dem Austritt aus dem Mikrogefaly in das Plexusstroma mussen die Zellen
durch das Choroidepithel mit einer Tight-junction hindurchmigrieren, um in den
zerebrospinalen Liquor zu gelangen (Kleine und Benes, 2006). Nach initialem Rolling
und Tethering an P- und E-Selektin Molekulen (Kivisakk et al., 2003) kommt es
aulRerdem zu L-Selektin-CD34 und ICAM-1 — LFA-1 Interaktionen (Kleine und Benes,
2006).

Im CSF von gesunden Individuen sind ca. 3000 Leukozyten/ml nachweisbar
(Ransohoff et al., 2003). T-Zellen (CD3-positiv) stellen mit 97% Durchschnittsanteil
die deutliche Mehrheit der gefundenen Lymphozyten im CSF, wahrend die Anzahl
von B-Zellen und NK-Zellen sehr niedrig ist. CD4-positive Lymphozyten bilden mit
76% den groften Anteil an Lymphozyten im CSF, gefolgt CDB8-positiven
Lymphozyten mit 24% (Svenningsson et al., 1995). Im Vergleich mit dem peripheren
Blut zeigt sich in Bezug auf CD4- und CD8-Lymphozyten eine Verschiebung
zugunsten der CD4-Lymphozyten im CSF (CD4 im peripheren Blut 63% versus 37%
CD8-Zellen).

Im CSF waren Gedachtniszellen in beiden T-Zell Subpopulationen verstarkt
vorhanden, wohingegen im Vergleich mit den Blutproben keine erhohte
Konzentration von Kkurzlich aktivierten Zellen nachgewiesen werden konnte.
(Svenningsson et al.,, 1995) Eine langer zurlckliegende Aktivierung im Sinne von
Gedachtniszellen scheint damit den Ubertritt in den CSF selektiv zu férdern (Vrethem
et al., 1998).

Im peripheren Blut haben B-Zellen mit 14% und CD56-positive Zellen mit ca. 18%

deutlich mehr Gewicht als im CSF.
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1.4.3. Aufenthalt der Lymphozyten im ZNS

Wie bereits erwahnt scheint die Antigenspezifitat kein determinierender Faktor flr
den Eintritt der Lymphozyten ins ZNS zu sein — es findet also kein Homing statt.
Vielmehr scheinen die aktivierten Lymphozyten unspezifisch durch das ZNS zu
patrouillieren — auf der Suche nach ihrem Antigen.

Lymphozyten, die ihr spezifisches Antigen im ZNS nicht finden, verlassen es nach
wenigen Tagen wieder. Lymphozyten hingegen, die mit Gehirnparenchym-Antigen
reagieren, bleiben dort oder kehren spater zurtick (Hickey et al., 1991).

Das Mikromilieu im ZNS-Parenchym ist zum einen durch apoptotische und
inhibitorische Mechanismen gepragt (FasL, B7-H1) und zum anderen durch
Mechanismen von Astrozyten und Neuronen, die eine Umwandlung in regulatorische
T-Zellen zur Folge haben (Trajkovic et al., 2004; Liu et al., 2006).

Astrozyten sezernieren unbekannte Substanzen, die die T-Zell Proliferation und
Zytokin-Produktion inhibieren konnen (Meinl et al., 1994) oder die Umwandlung in
regulatorische T-Zellen bewirken kdonnen (Trajkovic et al., 2004). Ebenso konnte
gezeigt werden, dass Neurone aktivierte T-Zellen unabhangig von ihrer
Antigenspezifitat in regulatorische T-Zellen umwandeln kénnen (Liu et al., 2006).

Bei Entzindungen exprimieren Mikrogliazellen B7-H1 (ein Homolog des ko-
stimulatorischen Moleklls B7) und vermindern T-Zell-Aktivierung (durch reduzierte
Aktivitat des T-Zell Aktivierungsmarkers ICOS) und Zytokin-Produktion (IL2 und
Interferon y) (Magnus et al., 2005).

Die Lymphozyten scheinen neben der Antigensuche noch weitere Funktionen zu
haben: vor allem in aktiviertem Zustand bilden sie neurotrophische Faktoren und
tragen zu Reparaturmechanismen im ZNS bei (Popovich et al., 2003). Einige T-
Zellen akkumulierten im Hirngewebe und koénnen Mikrogliazellen aktivieren
(Cabarrocas et al., 2003).

Das Interleukin IL-15Ra wird nur von CD8-positiven Lymphozyten ausgebildet und
kénnte das Uberleben in Gegenwart von IL 15 produzierenden Zellen, wie Mikroglia
und Astrozyten sichern (Bradl et al., 2005).

Erst kurzlich wurde beschrieben, dass CD4-positive T-Zellen, die in den entorhinalen
Kortex injiziert worden waren, durch die kribriforme Platte in die zervikalen

Lymphknoten gewandert sind (Goldmann et al., 2006).
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Die Anwesenheit von T-Lymphozyten in allen Organen und Geweben des Korpers,
wenn auch in geringer Anzahl, ist eine wichtige Voraussetzung fur die Integritat des
Organismus (Bradl et al., 2005). Cabarrocas et al. beschrieben 2003, dass CD8-
positive T-Zellen allein eine monophasische ZNS-Entziindung in immunkompetenten
Tieren auslosen konnen, die durch T-Zellen und aktivierte Mikroglia dominiert wird,
wohingegen hamatogene Makrophagen praktisch unbeteiligt sind. Die Entzindung
ging mit einer spezifischen Zerstorung von Antigen enthaltenden Astrozyten einher
ohne Mpyelin, Oligodendrozyten oder Neurone zu schadigen (Cabarrocas et al.,
2003). McPherson et al. beschrieben dagegen 2006, dass bei der Immunabwehr von
B-Galaktosidase exprimierenden Astrozyten durch aktivierte zytotoxische T-Zellen
ein beachtlicher Schaden an umliegenden Neuronen entstanden war (McPherson et
al., 2006).

1.4.4. Bisherige Daten Uber Lymphozyten im ZNS

Die wenigen vorhandenen Daten Uber Lymphozyten im ZNS sind oft an Tieren
gewonnen. Aufgrund der geringen Dichte der Lymphozyten in gesunden Organismen
konzentrierte sich zudem die Forschung auf die Rolle der T-Zellen bei EAE und
anderen entzindlichen Erkrankungen (Bradl et al., 2005) oder bei Ischamie oder

Trauma.

Unter dem Paradigma des Immunprivilegs beschrieb Hickey noch im Jahr 1987, dass
im gesunden Gehirn faktisch keine Lymphozyten detektierbar sind (Hickey und
Kimura, 1987), bzw. 1991 dass im gesunden ZNS von Nagetieren so geringe Zahlen
an Lymphozyten enthalten sind, dass diese praktisch mit immunhistochemischen
Methoden nicht detektierbar sind (Hickey et al., 1991).

Wenige Jahre spater hatte sich gezeigt, dass Lymphozyten die Blut-Hirn-Schranke
uberschreiten konnen (Wekerle et al., 1991) und in geringer Anzahl im gesunden
Rattengehirn zu finden sind (< 0,1 T-Lymphozyt pro mm? Riickenmark (5um dick)).
Damals konzentrierte sich das Interesse auf CD4-positive T-Zellen, aber auch CD8-

positive Zellen wurden gefunden (Hickey et al., 1991).
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Anfangs konzentrierte sich die Forschung auf CD4-positive T-Zellen, die
jahrzehntelang als die pradominanten Mediatoren der Multiplen Sklerose angesehen
worden waren. Ein weiterer Grund mag auch gewesen sein, dass im Gegensatz zu
den CD4-Zellen anfangs Antikdrper gegen CD8-Moleklle in Formalin-fixiertem ZNS-
Gewebe nicht leicht zu bekommen waren (Johnson et al., 2007).

Beim Vergleich verschiedener Organe bezuglich der Lymphozytenextravasation
zeigte sich, dass in die meisten Korpergewebe nur relativ geringe
Lymphozytenzahlen eindringen (Yeager et al., 2000). Dessen ungeachtet konnte
eindeutig dargestellt werden, dass im Vergleich nach dem Gewicht (bei Ratten) ein
geringerer Influx an Lymphozyten ins ZNS stattfindet als in andere Organe. Eine
Differenzierung der Lymphozytentypen wurde nicht vorgenommen (Yeager et al.,
2000). Auch Hickey konnte nach Injektion von markierten, aktivierten Lymphozyten
eine geringere Gewebskonzentration im Ruckenmark (noch geringer im Gehirn) als
in anderen Organen, im Blut und im Muskel zeigen (Hickey, 1999).

Phillips fand 1999 heraus, dass bei Ratten ein Gradient der Lymphozytendichte im
ZNS entlang der Neuroachse entsteht (nach kaudalwarts zunehmende Anzahl). Er
fand < 10 T-Zellen pro 9,2 mm? Hirngewebe (6 um dick) (" weniger als 1 T-Zelle pro
mm?) bei nicht behandelten Kontrolltieren. Nach Interferon (IFN) y-Injektion konnte er
vielfach hohere Zahlen von CD4-positiven Zellen im Hirnstamm als im Hippocampus
detektieren und folgerte daraus, dass die Immunregulation ortsspezifisch
unterschiedlich ist und eventuell von der lokalen Zytokin-Produktion abhangt. Nach
Injektion waren im Parenchym fast ausschliel3lich CD4-positive Zellen vorhanden,
wahrend perivaskular viermal mehr CD8-positive als CD4-positive Zellen gefunden
wurden. Ein Unterschied zwischen grauer und weiller Substanz konnte nicht
detektiert werden (Phillips und Lampson, 1999).

In der Arbeit von Bradl et al. (2005) Uber Lage und Anzahl von T-Zellen im intakten
und neurodegenerativ veranderten Ruckenmark der Ratte zeigte sich eine
Ubermacht der CD8-Lymphozyten gegeniiber den CD4-Lymphozyten. T-Zellen
waren vorwiegend in der grauen Substanz des Rulckenmarks lokalisiert. Bei
neuroaxonaler Degeneration oder Mpyelindegeneration zeigten sich erhohte
Lymphozytenzahlen sowie eine Ansammlung in den betroffenen Stellen, wobei diese

Effekte deutlicher in der CD4-positiven Population auszumachen waren.
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Moglicherweise deutet diese eindeutige Tendenz auf eine Komplementaritat der
beiden Lymphozytengruppen hin. Die Ergebnissen im Rattengewebe zeigten

durchschnittlich weniger als 5 CD8-Lymphozyten pro Querschnitt (Bradl et al., 2005).

In der Kontrollgruppe einer ALS-Studie von Engelhardt (1993) wurden beispielsweise
nur in einem von insgesamt elf Ruckenmarksproben uberhaupt Lymphozyten
entdeckt (Engelhardt et al., 1993). Tomlinson et al. zeigten 1999, dass im Gehirn von
Drogenabhangigen sowie in der gesunden Kontrollgruppe geringe Anzahlen von
Lymphozyten dargestellt werden konnten, die hauptsachlich dem CD8-Typ
angehorten und zudem den Aktivierungsmarker CD45RO exprimierten. CD4-Zellen
wurden nur vereinzelt nachgewiesen (Tomlinson et al., 1999).

Im humanen erkrankten Hirngewebe konnte eine Dominanz von CD8-positiven
Zellen in den T-Zell-Infiltraten gezeigt werden (Neumann et al., 2002), wohingegen in
der zerebrospinalen Fliissigkeit (in Gesundheit) CD4-Lymphozyten Uberhand haben
(Svenningson et al., 1995).

Weitere Daten zu Lymphozyten im humanen ZNS stammen beispielsweise aus
Schottland (Anthony et al., 2003). In dieser Arbeit wurden sehr niedrige B-
Lymphozytenzahlen im normalen humanen Gehirn (in allen Teilen) vom aktivierten
Typ (CD23-positiv) beschrieben. Die ungefahre Dichte von B-Lymphozyten im
Hirngewebe betrug demnach zwischen 0 und 0,28 B-Zellen pro Quadratzentimeter
an parenchymatésem Hirngewebe (5um Dicke) (= 0,0028 B-Zellen pro mm?). Im
perivaskularen Raum wurden keine B-Zellen gefunden. AuRerdem wurden in dieser
Arbeit und bereits davor geringe Mengen an T-Zellen beschrieben, die jedoch nie

naher bestimmt worden waren (Anthony et al., 2003).

1.5. Ziele und Fraqgestellung dieser Arbeit

Diese Arbeit befasst sich mit der Frage, wie viele Lymphozyten und welche Subtypen
in welchen Regionen des menschlichen Ruckenmarks vorkommen, um eine
Grundlage und Vergleichsmaoglichkeit fur ZNS-Erkrankungen zu schaffen. Wir wollen
mit dieser Arbeit in der Diskussion Uber lymphozytare Populationen und deren
Bedeutung in Gesundheit und Krankheit den Fokus auf die Situation am Menschen

richten.
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Wie bereits erwahnt, existieren bereits einige Daten Uber Lymphozyten im ZNS von
Tieren. Uber Lymphozyten im menschlichen ZNS gibt aber es aber bis heute nur
sehr wenige, zum Teil widerspruchliche Daten, so dass eine eindeutige Klarung
notwendig scheint. Insbesondere die Situation im menschlichen
Ruckenmarksgewebe wurde bislang kaum untersucht. Zudem zeigte eine
Untersuchung aus Wien (Bradl et al., 2005), bei der lymphozytare Populationen im
Ruckenmark von Ratten untersucht wurden, Uberraschend hohe Zahlen an
lymphozytaren Zellen, weshalb sich diese Studie am menschlichen Rickenmark
initiiert wurde.

Insbesondere im Ruckenmark sind die Extravasationsprozesse und -wege der
Leukozyten nur schlecht untersucht (Ransohoff et al., 2003; Man et al., 2007),
weshalb in dieser Arbeit eine Untersuchung der lymphozytaren Populationen am
Ruckenmarksgewebe durchgefihrt wurde. Aufgrund der Homogenitat bezuglich des
anatomischen Aufbaus und der Anwesenheit der Blut-Hirn-Schranke, der
beschriebenen hoheren Anzahl von Lymphozyten und der eindeutigen
Unterscheidbarkeit von grauer und weil3er Substanz ergaben sich weiterhin einige
Vorteile einer Untersuchung am Rickenmarksgewebe.

Die vorliegende Arbeit stellt eine Evaluation der Arbeit von Bradl et al. aus Wien
(2005) am Menschen dar und versucht herauszufinden, in wieweit die bei der Ratte
gefundenen Ergebnisse auf den Menschen Ubertragbar sind.

Diese Arbeit bezieht sich auf Untersuchungen am humanen Rluckenmark und
beschaftigt sich mit Anzahl und Lokalisation der gefundenen Lymphozyten,
Subtypisierung der Lymphozyten sowie inter- und intraindividuellen Unterschieden
bezuglich Anzahl, Lage und Subtypisierung.

Wie viele Lymphozyten kdnnen in einem Querschnitt von 3,5 pm Dicke gefunden
werden? Ist die Verteilung innerhalb des Gewebes homogen oder kann man
bevorzugte Orte, eventuell sogar bevorzugte ,Wanderwege® oder Eintrittsstellen
erkennen? Ist ein Gradient der Immunregulation entlang der Neuroachse erkennbar
wie im Tierversuch beschrieben? Wie sind die Lymphozyten differenziert — ist der
Phanotyp wirklich unmaRgeblich fir den Eintritt und die Uberlebenschance?
Existieren Unterschiede zwischen den einzelnen Individuen? Konnen die
Unterschiede biologischen Gegebenheiten wie Alter, Geschlecht,

Gesundheitszustand etc. zugeordnet werden?
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2. Material und Methoden

2.1. Patientendaten

2.1.1. Allgemeines

Die  hier unternommenen  Untersuchungen  beziehen sich  auf
immunhistochemische Untersuchungen zur Verteilung von lymphozytaren
Subpopulationen im Ruckenmark der Ratte (Bradl et al., 2005) und stellen eine

Evaluation am menschlichen Gewebe dar.

Diese Arbeit fokussiert sich aulerdem auf Ruckenmarksgewebe, da aufgrund
der Homogenitat des anatomischen Aufbaus des Rickenmarks, der klaren
Unterscheidbarkeit von grauer und weiller Substanz und der durchgangigen
Anwesenheit der Blut-Hirn-Schranke eine bessere Vergleichbarkeit als am
Cerebrum erzielt werden konnte. Zusatzlich waren in der Literatur im
Ruckenmark hoéhere Anzahlen von Lymphozyten beschrieben worden als im
Gehirn (Bradl et al., 2005). Insbesondere im Rickenmark sind zudem die
Extravasationsprozesse der Leukozyten nur schlecht untersucht (Man et al.,
2007), was die Situation der lymphozytdren Uberwachung im Rickenmark
umso interessanter macht.

Dessen ungeachtet kann diese immunhistochemische Studie nur einen Beitrag
zum besseren Verstandnis der Bedeutung und Funktion von Lymphozyten im
ZNS-Gewebe darstellen und wird durch eine weitere Studie des Instituts fur
Hirnforschung Tubingen zur Situation am Cerebrum (unveréffentlichte Daten

von Loffler, 2006) erganzt.

Es wurden 15 menschliche Rickenmarke der Ruckenmarks-Bank des Instituts
fur Hirnforschung in Tdbingen untersucht. Die Rickenmarksbank beinhaltet
unter anderem Ruckenmarke von neun mannlichen und sechs weiblichen
Patienten, die im Alter von 19 bis 87 Jahren aufgrund verschiedener Ursachen

verstarben (siehe Tabelle 1).
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Bei vielfaltigen stichprobenartigen Untersuchungen des Materials mit 3-APP,
Neurofilament, Tau, Ubiquitin und Ki67 konnten Alterationen durch
traumatische, proliferative und neurodegenerative Ereignisse der untersuchten
Ruckenmarksregionen ausgeschlossen werden.

Leichte praterminale hypoxische Schadigungen wurden im Rahmen der im
Verlauf des Todes eintretenden hypoxischen Ereignisse als naturlich
auftretende Prozesse angesehen. Ruckenmarksproben mit leichten
hypoxischen Schadigungen wurden deshalb nicht von der Studie

ausgeschlossen.

Untersuchungen am menschlichen Gewebe stellen den Forscher haufig vor
groRe Probleme, da - anders als bei Tierversuchen - in der Regel keine
vollstandige Datenlage beziglich Anamnese und Lebensbedingungen vorliegt.
Bei Studien am menschlichen Gewebe muss aulRerdem oft eine gewisse
Inhomogenitat des Kollektivs akzeptiert werden, da bei ZNS-Gewebe (und
insbesondere bei Rickenmarksgewebe) nur aulerst begrenzte Fallzahlen

vorliegen.

Die Freilegung und Praparation des menschlichen Ruckenmarks ist zudem
aufwendig und  storungsanfallig. Die in  Tubingen  existierende
Ruckenmarksbank ist unter anderem deshalb eine Seltenheit und bietet grol3es

Potential fur weitere Studien.

2.1.2. Klinische Daten

In der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 1) sind die klinischen Daten aller
untersuchten Patienten aufgefuhrt. Zusatzlich zu Alter (in Jahren), Geschlecht
und neuropathologischer Beurteilung sind hier die Todesursache und
wesentliche Allgemeinerkrankungen der Patienten ersichtlich.

Patienten mit einer entzundlichen Ruckenmarkserkrankung wurden nicht in die

Studie aufgenommen.
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Das Patientenkollektiv bestand aus sechs weiblichen und neun mannlichen
Patienten im Alter zwischen 19 und 87 Jahren. Das arithmetische Mittel des
Alters im Kollektiv liegt bei 61,5 Jahren, der Median bei 67 Jahren.

Die Patienten wurden anhand der Todesursache und anhand von den
bekannten Allgemein- und Nebenerkrankungen weiterhin in Gruppen bezlglich
des Vorhandenseins einer malignen Neoplasie und/oder einer akut
entzundlichen Konstellation eingeteilt (4 Malignompatienten, 7 Patienten mit
entziindlichen Erkrankungen, davon 2 Patienten mit Uberlappung) (siehe
Tabelle 1: (M) = Malignom, (E) = Entziindung).

Diese Daten konnen aufgrund der luckenhaften Anamnesedaten nur als grobe
Einteilungen verstanden werden, die eventuell erste Hinweise auf Korrelationen
geben konnen. Leider lagen keine Daten bezuglich der Blut- oder Liquorwerte
der Verstorbenen vor, so dass diesbezuglich keine Daten erhoben werden

konnten.
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Tabelle 1:  Patientendaten mit Todesursache
Fall Alter | Geschlecht| Neuropathologische Diagnosen Todesursache Nebenbefunde
ES 33/02 | 67 w Amyotrophe Lateralsklerose Pneumonie (E) Myokarditis
ES 35/02 | 56 m Hypoxie (Kleinhirn) hamorrhagischer Schock, HIT Il GBS, Immunadsorption
ES 37/02 | 25 m Hypoxie (Kleinhirn) Emery-Dreiful3-Muskeldystrophie
ES 77/02 | 38 m Polygyrie Cancer of unknown primary (M)
ES 157/02 | 66 m Hypoxie Subarachnoidalblutung
Durchtrennung auf Hohe der fral
ES 172/02 | 67 m Hirnschenkel/Brlcke, Kopfschuss . gl.
. Cortison/Morphinabusus
Subarachnoidalblutung
ES 195/02 | 19 m Schadel-Hirn-Trauma, Hirntrauma nach Autounfall
multiple altere Einblutungen
. Multiorganversagen, Pneumonie (E), :
ES 199/02 | 59 m Hypoxie Bronchialkarzinom (M) Hypopharynxkarzinom (M)
ES 212/02 | 76 w zerebr. Mikroangiopathie, Herzversagen unklares Fieber (E), KHK
evtl. Alzheimer
Hypoxie, . .
ES 11/03 | 67 m : ) , Herzversagen, Pneumonie (E) Adenokarzinom (M)
lymphozyt. perivaskulare Infiltrate
Hypoxie, .
ES 18/03 | 78 w epileptische Krampfanfalle Pneumonie (E)
ES 30/03 | 69 w Hypoxie septischer Schock(E), Herzversagen Diabetes, Herzinfarkt
ES 31/03 | 77 w ohne pathologischen Befund septischer Schock (E) Schluckstorungen
ES 51/03 | 87 w zerebraler Apoplex unklar Infektion, CUP (M)
Es 97/03 | 71 m ohne pathologischen Befund kardiogener Schock
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2.2. Gewebeproben

Das Ruckenmark bietet als Ort der Untersuchung verschiedene Vorteile: es
stellt ein sehr homogenes Gewebe dar und wird von einer einheitlich dichten
Blut-Hirn-Schranke umgeben. Dadurch ist es gut geeignet, grundlegende
Tendenzen sichtbar zu machen, da es nur wenige Einflussgréfien gibt, die das
Bild verzerren kdnnten.

Um einen guten Uberblick tber die Verteilung und Dichte der Lymphozyten im
gesamten menschlichen Rickenmark zu bekommen, wurden verschiedene
Regionen des Ruckenmarks untersucht und miteinander verglichen.

Es wurden exemplarisch aus jedem Riuckenmarksabschnitt (zervikal, thorakal,
lumbal, sakral) mehrere Querschnitte untersucht, um die Verteilung entlang der
Neuroachse beurteilen zu kénnen. Jeder Rickenmarksquerschnitt wurde in
seiner Gesamtheit untersucht. Hierbei wurde der Querschnitt den
physiologischen Leitungsbahnen entsprechend in sechs Regionen geteilt
(Abbildung 5): Vorderhorn, Hinterhorn, Zentralkanal in der grauen Substanz;

Vordersaule, Hintersaule, Seitensaule in der weillen Substanz.

Strukturen der grauen Subsians Slruibaren der weillen Subsione andem Sirukiunen
1. Worderhom [Comu animus; 4. Vorersimrg |Funiculus orlesion) 10 Caralis manmaks
2 Hulerbgm {Somu pozieys) 5. Beierairong (Funiculus lorals) 11. Aacle anieror [Yorde-werzel]

5 CoAmmisute grises & Himersrang | Foniculus posten 12 Rachi pasharicr (HiFlamsresd]
-5 alba anjsno 13 Gangl on senzarum rerd
LR eprais

¥, Comrtan

A Fisaur,

Abbildung 5: Querschnitt des menschlichen Rickenmarks mit Leitungsbahnen
(akademisches Lexikon)
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Fir die beiden Antikdrper CD3 und CD8 wurden von jeder der vier Hohen bei
jedem Patienten mindestens vier Querschnitte untersucht, um ein moglichst
genaues Bild uber die Verteilung und die Anzahl der Lymphozyten zu
bekommen. Bei den Untersuchungen mit den Antikorpern CD20 und CD57
ergaben sich nur sehr geringe Zellzahlen mit minimalen Abweichungen, so dass

pro Héhe pro Patient nur je ein Querschnitt untersucht wurde.

2.3. Herstellung der histologischen Praparate

Die Ruckenmarke wurden mit 4%-igem Formalin, in phosphatgepufferter
Kochsalzlosung fixiert (pH 7,4). Die entnommenen Proben wurden nach
Fixierung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 70%, 80%, 96%), zweimal
in einem Gemisch aus 100%-igem Ethanol und Chloroform sowie zweimal in
unverdinntem Chloroform entwassert und in Paraffin eingebettet. AnschlieRend
wurden von den Paraffinblocken an einem Mikrotom (Microm HM 355 S,
Walldorf, Germany) ca. 3,5 um dicke Schnitte gefertigt und auf Silan-
beschichtete Objekttrager aufgezogen.

Zur Vorbereitung der Schnitte fur immunhistochemische Methoden erfolgte die
Entparaffinierung in Chloroform (3 x 10 min.) und danach eine Rehydrierung in
einer absteigenden Ethanolreihe (100%, 100%, 96%, 70 %, destilliertes

Wasser, jeweils 2 min.).
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2.4. Immunhistochemie

2.4.1 Antikorper zur Darstellung von Lymphozyten

Die verwendeten Antikorper waren jeweils gegen die nachfolgend aufgefuhrten
Antigene gerichtet. Die immunhistochemischen Farbungen flir die jeweiligen
Antikorper wurden fur alle oben erwahnten Praparate aller Patienten
durchgefuhrt. Es wurden ausschlieldlich monoklonale Primarantikorper
verwendet.

Auf eine Farbung mit dem CD4-Antikérper gegen das CD4-Antigen auf T-
Helferzellpopulationen, bzw. auf Mikroglia, Makrophagen und perivaskularen
Zellen, (Perry und Gordon, 1987) wurde in dieser Arbeit verzichtet, da bereits in
der Arbeit von Stoll et al. (2006) eine Untersuchung diesbezlglich stattgefunden
hatte, die nicht nur eine nahezu vollstandig fehlende CD4-Expression auf
Mikroglia zeigte, sondern auch eine insgesamt sehr niedrige Expressionsquote

im gesamten Ruckenmarksgewebe darlegte (unverdéffentlichte Daten).

CD3

CD3 ist ein Antigen, das auf allen reifen T-Zellen und Thymozyten exprimiert
wird (Reinherz und Schlossmann, 1980). Es dient im Gewebe als Gesamt-T-
Zell-Marker. CD3 Proteine werden bendtigt, um die ap-Heterodimere des T-
Zellrezeptors (TCR) an der Oberflache zu exprimieren und Uber den Rezeptor
Signale nach intrazellular zu vermitteln.

Sie Dbesitzen in ihren zytoplasmatischen Enden eine extrazellulare
immunglobulinartige Domane sowie eine einzelne ITAM
(Tyrosinaktiverierungssequenzen von Immunrezeptoren) zur Signaltransduktion
nach erfolgter Bindung zwischen Rezeptor und Antigen (Tsoukas et al., 1985;
Law et al.,, 2002). In ihren Transmembrandomanen haben sie saure negativ
geladene Reste, die mit den positiven Ladungen der a3 Ketten wechselwirken
kénnen (Janeway et al., 2005, S.214).

Verwendet wurde ein CD3-Antikorper der Firma Novocastra Laboratories Ltd.,
Newcastle upon Tyne, UK, Klon PS1.
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CD8

CD8 ist ein Oberflachenantigen, welches sich auf zytotoxischen T-Zellen, T-
Gedachtniszellen, Thymozyten (Masopust et al., 2004) und zum Teil auf
regulatorischen T-Lymphozyten (Jiang und Chess, 2004) und NK-Zellen (Foster
et al., 1996) findet. Es wurde vereinzelt auch auf Mikrogliazellen beschrieben
(Schroeter et al., 2003).

Die Funktion des CD8-Moleklls besteht in der Mitwirkung bei der
Antigenprasentation, es fungiert als Ko-Rezeptor fur MHC-Klasse-I- Molekile
und reguliert die Aktivitat des CD3/TCR — Komplexes (Barber et al., 1989).
Durch eine erfolgreiche Bindung wird eine Signaltransduktionskaskade
ausgelost, die die Aktivierung der T-Zelle, bzw. — im Fall einer unreifen T-Zelle
im Thymus — die Vermittlung essentieller Uberlebenssignale zur Folge hat. CD8
wurde vielmehr sogar eine aktive Rolle nicht nur in der Signaltransduktion,
sondern auch in der eigentlichen zellularen Bindung zwischen T-Zelle und APC
nachgewiesen (Daniels und Jameson, 2000).

Das CD8-Molekdl ist ein durch eine Disulfidbricke verbundenes Heterodimer
aus einer a- und einer B-Kette. CD8 bindet Lck an der zytoplasmatischen Seite
der Membran. Es besitzt zwei Untereinheiten und liegt in einer hetero- oder
homodimeren Form vor (Zamoyska, 1994).

In  der vorliegenden Arbeit wurde ein CD8-Antikérper der Firma

DakoCytomation, Glostrup, Danemark (Klon: C8/144B) verwendet.

CD20

CD20 ist ein Oberflachenantigen, das von B-Zell-Vorlaufern und reifen B-
Lymphozyten exprimiert wird, nicht aber von Plasmazellen (Nadler et al., 1984).
Oligodimere von CD20 bilden mdglicherweise einen Kalziumkanal und spielen
dadurch eine Rolle bei der Regulation des transmembrandsen konduktiven
Ca?*-Flusses in die B-Zellen. Dadurch ist es mdglicherweise an der Regulation
der B-Zell-Proliferation und - Differenzierung beteiligt (Tedder und Engel, 1994).
Der in dieser Arbeit benutzte CDZ20-Antikorper wurde von der Firma

DakoCytomation, Glostrup, Danemark hergestellt (Klon: L26).
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CD57

Das CD57-Oberflachenantigen ist assoziiert mit dem myeloid assoziierten

Glykoprotein (MAG) und findet sich unter anderem auf mononuklearen Zellen
mit naturlicher Killerzell-Aktivitat (Tarazona et al.,, 2000) sowie auf
neuroektodermalen Zellen.

CD57 ist ein sulfatierter Karbohydratrest auf einem Glykoprotein auf neuralen
Zellen (Kruse et al., 1984). CD57 wird auf einer Subpopulation von ca. 15-20%
peripherer mononuklearer Blutzellen exprimiert und findet sich auf ca. 60% der
aktiven NK-Zellen sowie auf einem geringen Teil von T-Zellen (Ohkawa et al.,
2001). Der Groldteil dieser Zellen, die CD57 und CD8 ko-exprimieren, gehort
den zytotoxischen/suppressorischen T-Zellen an.

NK-Zellen gehdren in der Regel dem CD3-negativem und CD8-negativem
Zelltypus an, obwohl auch schon CD8-positive, CD3-negative, CD56-positive
NK-Zellen beschrieben worden sind.

Da eine Farbung mit dem spezifischeren CD56 zu einer starken
Hintergrundfarbung im ZNS-Gewebe flhrte, wurde in dieser Arbeit an neuralem
Gewebe auf den Marker CD57 ausgewichen.

Verwendet wurde der CD57-Antikorper der Firma Novocastra, Laboratories
Ltd., Newcastle upon Tyne, UK (Klon: NK-1).

Granzym B
Granzyme stellen eine Reihe von zytolytischen Enzymen, genauer Serien-

Esterasen, dar, die zellulare Apoptose auslosen konnen und mit deren Hilfe
CD8-positive zytotoxische T-Zellen (Killerzellen) Virus befallene Zellen abtoten
(Bratke et al, 2005). In der vorliegenden Arbeit soll der Einsatz dieses
Antikorpers der weiteren Charakterisierung der gefundenen CDB8-positiven
Lymphozyten dienen.

Der Antikorper entstammte dem Klon GB7 (ab11198) der Firma Abcam Ltd.,
Cambridge, UK.
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Perforin

Perforin ist eines der wichtigsten zytolytischen Proteine und wird durch
zytotoxische Effektor-T-Lymphozyten oder NK-Zellen freigesetzt. Menschliches
Perforin ist ein Protein aus 555 Aminosauren, das Posphorylcholin auf
Zielzellmembranen bindet und mittels einer transmembrandsen Kanalbildung
Poren induziert. Durch den hydrophilen Kanal mit einem Durchmesser von
16nm dringen Wasser und Salze in die Zielzellen und zerstoren sie (Janeway et
al., 2005).

Der verwendete Antikdrper der Firma Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle

upon Tyne, UK entsprach dem Klon 5B10.

CD25

Der CD25-Antikorper bindet an der a-Kette des IL-2-Rezeptors. Diese a-Kette
des IL-2-Rezeptors bildet zusammen mit der B-Kette (CD122) und der y-Kette
(CD132) den funktionalen IL-2-Rezeptor Komplex. Die o-Kette des IL-2-
Rezeptors wird auf CD4-positiven Treg, auf aktivierten T und B Zellen sowie in
geringerem Male auf aktivierten dendritischen Zellen exprimiert.

Verwendet wurde der Klon 4C9 der Firma Novocastra Laboratories Ltd.,

Newcastle upon Tyne, UK.

Foxp3
Foxp3 ist ein Mitglied der forkhead/winged-helix Familie der transkriptionellen

Regulatoren und ist essential zur Aufrechterhaltung des immunologischen
Gleichgewichts.

FOXP3 wird stark auf CD25- und CD4-positiven regulatorischen T Zellen
exprimiert sowie schwach auf CD4-positiven/CD25-negativen T-Zellen,
wohingegen es in CD4-negativen/CD8-positiven Zellen nur in geringem
Ausmall und unter bestimmten Konditionen nachgewiesen werden konnte
(Kapp und Bucy, 2008).

In der vorliegenden Untersuchung wurde ein Produkt der Firma Abcam Ltd.,

Cambridge, UK vom Klon ab10563 verwendet.
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2.4.2. Antikorper zur Darstellung von Mikroglia

Zum Ausschluss einer unselektiven Anfarbung von Zellen mit dem CD8-
Antikdrper wurden morphologischen Kriterien wahrend der visuellen
Auszahlung hinzugezogen. Zusatzlich wurden stichprobenartige
Doppelfarbungen mit einem Zweitantikdrper gegen CD 68 zur Detektion von
CD8-positiven Mikrogliazellen durchgefuhrt.

CD68 ist ein Transmembranprotein, das hauptsachlich in Lysosomen lokalisiert
ist. Regular wird es von Monozyten, Makrophagen und Mikroglia exprimiert.
CD68 konnte aber auch schon auf dendritischen Zellen, Granulozyten, B- und
T-Zellen sowie NK-Zellen detektiert werden (Ulvestad et al., 1994). Verwendet

wurde in der vorliegenden Arbeit der CD68-Klon KP1 der Firma Dako.

2.4.3. Vorbehandlung und immunhistochemische Farbung

Far alle immunhistochemischen Farbungen war eine Vorbehandlung zur
Freilegung der Antigene notwendig. Diese erfolgte Uber 15 Minuten in
Zitratpuffer (pH 6,0) in einem Mikrowellenofen bei 750 Watt. Die endogene
Peroxidase wurde mit 1% H20, (Wasserstoffperoxid) in 100% Methanol
geblockt (15 Min.). Zur Verhinderung unspezifischer Antikorperbindungen
wurden die Gewebe fur 15 Minuten mit 1:10 in TRIS-gepufferter Salzlésung
verdunntem versetztem Standardschweineserum inkubiert. Danach folgte eine
Inkubation (1 Stunde) mit den in TBS-LOsung verdunnten Primarantikorpern
(Verdinnungen in Tabelle 2). Nach dem Spulen mit TBS-Lésung inkubierten die
Gewebe fur 30 Minuten mit biotinilierten anti-Maus F(ab‘),-Brickenantikrper
(Firma: Dako). Nach einem Spulgang wurden die Gewebe mit dem Peroxidase-
gekoppelten Avidin-Biotin-Komplex (ABC) der Firma Dako fur 30 Minuten
inkubiert und nach einem weiterem Spulgang mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)
der Firma Sigma in Deisenhofen als Chromogen die spezifischen Antigen-
Antikérper-Bindungen sichtbar gemacht (Hsu et al., 1981). Um die Zellkerne
sichtbar zu machen, wurden alle Schnitte (bis auf vereinzelte Ausnahmen) mit

Hamatoxylin gegengefarbt.
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Zur Dehydrierung durchliefen die Schnitte eine aufsteigende Alkoholreihe sowie

3 mal 10 Minuten Xylol und wurden anschlieRend mit einem Deckglas

versehen.

Die Sensitivitat der

Methode wurde durch Positivkontrollen

(Lymphknoten) uberpruft. Bei Negativkontrollen ersetzte eine Pufferldsung den

primaren Antikdrper, sodass eine unspezifische Bindung ausgeschlossen

werden konnte.

Tabelle 2: Verdlnnung, Spezifitat, Vorbehandlung und Funktion

Antikoérper | Ver- Spezifitat Vorbehandlung | Funktion

gegen dinnung

CD3 1:100 Monoklonal | Mikrowelle Gesamt T-Zell-Marker

CD8 1:50 Monoklonal | Mikrowelle zytotoxische/
suppressorische T-Zellen

CD20 1:100 Monoklonal | Mikrowelle B-Zellen

CD57 1:50 Monoklonal | Mikrowelle Nk-Zellen

CD68 1:10 Monoklonal | Mikrowelle Monozyten, Mikroglia

Granzym B | 1:100 Monoklonal | Mikrowelle zytotoxische Zellen

Perforin 1:50 Monoklonal | Mikrowelle zytotoxische Zellen

CD25 1:200 Monoklonal | Mikrowelle regulatorische Zellen

FoxP3 1:20 Monoklonal | Mikrowelle regulatorische Zellen
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2.4.4. Doppelfiarbungen zur Uberpriifung der Selektivitit

Zur Kontrolle der selektiven Anfarbung von Lymphozyten wurde die ABC-
Methode mit dem AP-Komplex (Alkalische Phosphatase) der Firma Dako
kombiniert und auf diese Weise exemplarische Doppelfarbungen durchgefihrt.
Nach der ABC-Farbung fand erneut die Vorbehandlung statt, ohne jedoch
anschlie3end das Blockieren der endogenen Peroxidase zu wiederholen. Nach
Inkubation mit Schweineserum und Auftragen des zweiten monoklonalen
Primarantikorpers, folgte noch einmal die Inkubation mit Anti-Maus IgG(ab’),
Fragmenten und schlielich mit dem AP-Komplex.

Als Chromogen diente Fast Blue Salz (Firma Sigma, Deisenhofen). Bei den
Doppelfarbungen wurde nicht mit Hamatoxylin gegengefarbt, um eine bessere

Ubersichtlichkeit zu gewahrleisten.

2.5. Lichtmikroskopische Ausziahlung und Auswertung

Die Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland
und Polyvar, Reichert-Jung, Bensheim, Deutschland). Fir die statistische
Auswertung wurden bei der jeweiligen Antigenfarbung alle braun markierten
Zellen mit  deutlich sichtbarem Zellkern und mit  typischer
Lymphozytenmorphologie gezahlt. Da relativ zu der Gesamtzahl aller
vorhandenen Zellen eine geringe Anzahl an Lymphozyten erwartet und
gefunden wurde, wurde der Querschnitt im Gesamten ausgewertet und keine
prozentuale oder flachenbezogene Zahlung durchgeflhrt. Bei unregelmaliger
Ausbreitung der Lymphozyten im Gewebe hatte eine partielle Auszahlung zu
grofRer Ungenauigkeit gefuhrt.

Die Lymphozyten wurden entsprechend ihrer Lage als parenchymatdse oder
perivaskulare Zellen eingeteilt. Positiv markierte Zellen in den BlutgefalRen
berticksichtigte die Auswertung nicht, ebenso wenig positiv gefarbte Strukturen,
denen nicht eindeutig einem Zellkern zugeordnet werden konnte oder Zellen,

die aulBerhalb des Ruckenmarks lagen.
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Parenchymatose Zellen wurden als allseits von Hirnparenchym umgebene
Zellen definiert. Alle Lymphozyten in der unmittelbaren Nahe von Gefallen und
aulderhalb des GefalRendothels, die nicht zu den parenchymatésen Zellen
gehoren, wurden als perivaskulare Lymphozyten gewertet.

Alle in dieser Arbeit gezeigten Fotographien stammen von Diafilm-Farbabzigen
(Kodak, EPY64T, Mdinchen, Deutschland), die zum groten Teil mittels

Normarski-Technik aufgenommen wurden (Olympus).

2.6. Statistische Methoden

Die Menge immunreaktiver Zellen pro Rickenmarksquerschnitt wurde aufgrund
einer fehlenden Normalverteilung der Daten fur die weiteren parametrischen
statistischen Untersuchungen mit Hilfe des dekadischen Logarithmus
transformiert. Hierzu wurde zu allen Anteilen 0,1 addiert, da bei der Auswertung
auch 0-Werte als Ergebnis vorkamen. Wurden fur Antikdrper mehrere
Querschnitte auf einer Ruckenmarkshohe ausgewertet, so wurde zuerst der
Mittelwert der Querschnitte gebildet und dieser anschlielend transformiert und
fur die weitere statistische Analyse benutzt. Vergleiche hinsichtlich der
Expression verschiedener Molekule innerhalb eines definierten Kompartimentes
bzw. einer Region erfolgte Uber einen Mittelwertvergleich der transformierten
Daten mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) und einem post-hoc
Test mittels Tukey-Kramer HSD Verfahren. Die Vergleiche von Sepsis,
Malignomerkrankung und Geschlecht nach getrennten Gruppen wurden mit
Hilfe des T-Tests analysiert. Fur die Untersuchung der Einflussgrofie Alter
wurde eine Korrelationsanalyse fur die jeweiligen Antikorper mit dem Alter
durchgefuhrt. Fur signifikante Einflussgrof3en (hier Alter) wurde abschliel3end
noch eine multifaktorielle Analyse durchgefuhrt. Insgesamt wurde fur alle
Untersuchungen eine Signifikanzschwelle von 5% gewahlt. Fur alle
statistischen Berechnungen wurden die Programme Excel und JMP IN

(www.jmp.com) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Vorwort

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit bestatigen einige bereits angenommene
oder bekannte Tatsachen der Immunologie des ZNS, wie beispielsweise die
Anwesenheit von einer vergleichsweise geringen Anzahl an Lymphozyten im
Ruckenmarksgewebe. In einigen Details (zum Beispiel der Subtypisierung)
wurden jedoch Uberraschende Ergebnisse erzielt, die teilweise auch nicht den

Ergebnissen der Rlickenmarksuntersuchung am Rattengewebe entsprechen.

Diese Arbeit hat grundlegende Daten Uber Anzahl, Lage und Subtypisierung
von Lymphozyten im menschlichen Ruckenmark erbracht. Es wurde
» der Einfluss der HoOhe des Riuckenmarks-Querschnitts auf die
Lymphozytenpopulation im menschlichen Ruckenmark, untersucht.
» die Lage der Lymphozyten im Gewebe bezuglich der Gefaldversorgung
und der Nervenleitungsbahnen analysiert.
» die Zusammensetzung der Lymphozytenpopulation bezuglich Subtypen
untersucht.
= die jeweiligen Ergebnisse mit den Patientendaten korreliert, um
Zusammenhange zwischen Anzahl, Zusammensetzung und Lage der
Lymphozyten und den epidemiologischen Daten der Patienten wie

beispielsweise Geschlecht oder Alter erkennen zu kénnen.

Um die untenstehenden Abbildungen besser verstandlich zu machen, sollen an

dieser Stelle einige Ausdricke spezifisch fur diese Arbeit definiert werden.

Riickenmarks-Querschnitt = graue +weifl’e Substanz

Ein (Ruckenmarks-) Querschnitt soll im Folgenden als ein 3,5 pm dicker
Querschnitt durch das menschliche Ruckenmark definiert sein und beinhaltet
die Summe der jeweiligen Lymphozyten in der grauen und weilden Substanz,

wobei sich die weille Substanz aus Vordersaule, Seitensaule und Hintersaule
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zusammensetzt und die graue Substanz aus Vorderhorn, Hinterhorn und

Umgebung um den Zentralkanal (siehe Abbildung 5).

Graue Substanz = Hinterhornregion + Vorderhornregion + Zentralkanalregion

Weille Substanz = Vordersaule + Hintersaule + Seitensaule

Gesamtzahl an Lymphozyten = parenchymal + perivaskular

Wenn im Folgenden von der Gesamtzahl an Lymphozyten gesprochen wird, so
bezieht sich das auf die Summe aus parenchymal und perivaskular gelegenen

Lymphozyten pro Ruckenmarksquerschnitt.

(Totale) Lymphozytenanzahl

Wie bereits beschrieben stellt die CD4-Population der T-Lymphozyten im
menschlichen Rickenmark einen aulerst geringen, kaum nachweisbaren
Faktor da. Die Ergebnisse der CD3-Farbung und CD8-Farbung erbrachten
keine signifikanten Unterschiede. Um jedoch auch die CD8-positiven CD3-
negativen Zellen einzubeziehen, wurde hier flr die Abschatzung der
Lymphozytengesamtzahl die Summe aus CD8-positiven, CD20-positiven und
CD57-positiven Lymphozyten gewahlt, wobei eine Ko-Expression von CD8 und
CD57 nicht restlos ausgeschlossen werden kann, jedoch aufgrund der
minimalen Anzahl von CD57-positiven Zellen vernachlassigbar erscheint.

Die kleine Gruppe der in der Doppelfarbung vereinzelt nachgewiesenen CD3-

positiven CD8-negativen Zellen konnte somit rechnerisch nicht erfasst werden.

Einzelpraparat

Diese Arbeit hat die lymphozytare Population im menschlichen Ruckenmark
anhand verschiedener Parameter beleuchtet. Einzelpraparate reprasentieren
die Grundlage fur die Rohdaten und beziehen sich auf einen einzelnen
Rackenmarksquerschnitt.

Fir CD8 und CD3 wurden pro Rickenmarkshéhe mehrere Einzelpraparate

ausgewertet, die spater zusammengefasst wurden (arithmetisches Mittel).
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3.2. Grundlegende Ergebnisse

Durchschnittlich wurden ca. 97 CD8-positive, ca. 3 CD20-positive und 0,25
CD57-positive Lymphozyten pro Ruckenmarksquerschnitt gefunden, wodurch
sich eine Summe von ca. 100 Lymphozyten pro Rlickenmarksquerschnitt ergibt.
Die Lymphozyten zeigten allesamt die typische Morphologie von lymphozytaren

Zellen mit kondensiertemm Chromatin  im Nukleus und schmalem

f

Zytoplasmasaum (Abbildung 6).

dichtes Chromatin im
Kern

b

schmaler Zytoplasmasaum

Abbildung 6: CD8-Lymphozyt mit typischer Morphologie

Die Verteilung der einzelnen Werte streute stark und wies vor allem starke
Ausreiller nach oben auf, wodurch sich der niedrigere Median von 80,9
Lymphozyten pro Riuckenmarksquerschnitt erklart.

Das Ruckenmark mit der durchschnittlich niedrigsten Lymphozytenanzahl (ES
195/02) wies 10,44 Lymphozyten pro Querschnitt auf, wahrend das
Ruckenmark mit der hochsten Anzahl (ES 212/02) durchschnittlich 274
Lymphozyten pro Querschnitt zeigte (Abbildung 7).
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Antikérper und Gesamtzahl nach Patienten
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Abbildung 7: Mittelwerte der Gesamtzahl der Lymphozyten pro Querschnitt

3.3. Antikorpersubtypen

Beim Vergleich der vier untersuchten Antikorpertypen (siehe Abbildung 8) fiel
eine deutliche und signifikante Dominanz der CD8-positiven Lymphozyten
gegenuber den Populationen der CD20- und CD57-positiven Lymphozyten auf:
Ungefahr 97% der gefundenen Lymphozyten waren vom CD8-positiven Typ
(siehe Abbildung 8).

Die folgenden drei Abbildungen mit den dazugehoérigen Tabellen zeigen in der
Abbildung jeweils die Verteilung der absoluten Lymphozytenzahlen (alle nicht
intravasal gelegenen Lymphozyten des jeweiligen Antikorpertyps in einem
Querschnitt, die in der zweiten und dritten Abbildung getrennt nach
parenchymatdsen und perivaskularen Lymphozyten dargestellt werden). Die
Ergebnisse der statistischen Berechnungen sind in den Tabellen unter der
jeweiligen Abbildung dargestellt. Das Sternchen (*) druckt einen signifikanten

Unterschied aus.
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An erster Stelle folgt nun die Darstellung der parenchymal und perivaskular
gelegenen Lymphozyten anhand ihrer Lymphozyten-Subtyp-Zugehorigkeit

(Abbildung 8) sowie die dazugehdrigen Berechnungen.

250

200+

150+

100

50

Anzahl Lymphozyten pro Querschnitt

CcD8 ' CD20
Antikorper

CD3 CD57

Abbildung 8: Mittelwerte und 95% Konfidenzintervall der parenchymal und
perivaskular gelegenen Lymphozyten

Tabelle 3: Mittelwerte und Standardabweichungen der parenchymal und
perivaskular gelegenen Lymphozyten

Stufe Mittelwert Std.-Abw. Std.-Fehler 95% KiI 95% Kl oben
Mittelwert unten

CD3 57,9319 43,0716 11,121 34,08 81,78

CD8 96,9629 74,0596 19,122 55,95 137,98

CD20 3,0511 6,6550 1,718 -0,63 6,74

CD57 0,2444 0,3325 0,086 0,06029 0,43

Testung der verschiedenen Marker auf signifikante Unterschiede

Kategorie - Kategorie p-Wert
CD8 CD57 <,0001*
CD3 CD57 <,0001*
CD8 CD20 <,0001*
CD3 CD20 <,0001*
CD20 CD57 0,0030*
CD8 CD3 0,6256
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Die gemittelte CD3-Population, die sich nicht signifikant von der CD8-
Population unterschied, war mit einem Durchschnittswert von ca. 58
Lymphozyten/Querschnitt in den untersuchten Ruluckenmarken ebenfalls
signifikant groRer als die CD20- und CD57-Populationen.

CD20-positive Lymphozyten traten signifikant haufiger als die CD57-positiven
Zellen auf. Durchschnittlich lieBen sich ungefahr 3 CD20-Lymphozyten pro

Rackenmarksquerschnitt detektieren.

Im Folgenden wird hier die Differenzierung nach parenchymatés und
perivaskular gelegenen Lymphozyten vorgenommen (Abbildung 9, Abbildung
10).

Die Betrachtung der parenchymalen Lymphozyten zeigt signifikante
Unterschiede in der Anzahl der CD8, bzw. CD3 Lymphozyten (die sich
untereinander nicht signifikant unterscheiden) zur CD20- und CD57-Population.
Auch die in geringerer Anzahl vorhandenen CD20- und CD57-Populationen

zeigen einen signifikanten Unterschied (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Mittelwerte der parenchymatos gelegenen Lymphozyten mit 95%

Konfidenzintervall
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Tabelle 4: Mittelwerte und Standardabweichungen der parenchymal gelegenen

Lymphozyten

Stufe Mittelwert Std.-Abw. Std.-Fehler 95% Ki 95% Kl oben
Mittelwert unten

CD3 33,8653 23,7072 6,1212 20,74 46,994

CD8 48,5383 32,2875 8,3366 30,66 66,419

CD20 1,0800 1,8175 0,4693 0,07353 2,086

CD57 0,0722 0,2062 0,0532 -0,042 0,186

Testung der verschiedenen Marker auf signifikante Unterschiede

Kategorie - Kategorie p-Wert
CD8 CD57 <,0001*
CD3 CD&7 <,0001*
CD8 CD20 <,0001*
CD3 CD20 <,0001*
CD20 CD&7 0,0069*
CD8 CD3 0,8314

Auch die Betrachtung der perivaskular gelegenen Lymphozyten zeigt eine

ahnliche Verteilung. In der statistischen Berechnung zeigte sich hier jedoch im

Gegensatz zur Betrachtung der parenchymalen Lymphozyten kein signifikanter
Unterschied zwischen CD20- und CD57-Zellen.
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Abbildung 10: Mittelwerte und 95% Konfidenzintervall der perivaskularen

Lymphozyten
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Tabelle 5: Mittelwerte und Std.-Abweichungen der perivaskularen Lymphozyten

Stufe Mittelwert Std.-Abw. Std.-Fehler 95% Ki 95% Kl oben
Mittelwert unten

CD3 24,0667 22,9964 5,938 11,33 36,802

CD8 48,4245 44,7417 11,552 23,65 73,202

CD20 1,9711 4,9514 1,278 -0,77 4,713

CD57 0,1722 0,2281 0,059 0,04588 0,299

Testung der verschiedenen Marker auf signifikante Unterschiede

Kategorie - Kategorie p-Wert
CD8 CD57 <,0001*
CD3 CD57 <,0001*
CD8 CD20 <,0001*
CD3 CD20 <,0001*
CD20 CD57 0,0511
CD8 CD3 0,3181
CD&7-positive  Lymphozyten traten nur vereinzelt auf und erreichten

Durchschnittswerte pro Ruckenmarksquerschnitt von unter eins (ca. 0,25 CD57-
positive Lymphozyten/Querschnitt), weshalb die Bande der CD57-positiven
Lymphozyten in den Abbildungen haufig kaum ersichtlich ist und im Verlauf zum

Teil nicht mehr dargestellt wird.

Zur weiteren Subtypisierung der dominanten CD8-Population wurden auf3erdem
exemplarische Farbungen mit Granzym B und Perforin durchgeflhrt, die keinen
Nachweis von Granzym B und/oder Perforin in den untersuchten Gebieten im
menschlichen Ruckenmark erbrachten. Granzym B und Perforin werden unter
anderem von zytotoxischen T-Lymphozyten exprimiert und dienen deshalb als
Marker fur zytotoxische T-Lymphozyten. Die nachfolgende Abbildung zeigt die
Positivkontrolle des Antikdrpers gegen Granzym B, in der zytotoxische T-Zellen

in Lymphknotengewebe positive Signale zeigen (Abbildung 11).
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Ergebnisse

Abbildung 11: Positivkontrolle der Granzymfarbung mit zytotoxischen
(Granzym-positiven) T-Lymphozyten im Lymphknotengewebe

Weiterhin wurden exemplarische Farbungen mit CD25 als Marker fur aktivierte
Lymphozyten sowie regulatorische Subpopulationen und sowie mit Foxp3 als
Marker fir regulatorische T-Zellen vorgenommen. Abgesehen von dem
vereinzelten Auftreten von CD25-Oberflachenmolekilen konnten keine
Hinweise auf aktivierte Lymphozyten oder regulatorische T-Zellen beobachtet

werden (bei guten Positivkontrollen).
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3.4. Lage der Lymphozyten

Im Allgemeinen lasst sich sagen, dass die detektierten Lymphozyten Uber den
gesamten Ruckenmarksquerschnitt ungleichmafig verteilt, einzeln und ohne
erkenntliche Ordnung gefunden wurden.

Im perivaskularen Raum, besonders von groReren Gefallen, liel® sich
gelegentlich eine Anhaufung von Lymphozyten beobachten. In der
parenchymalen Umgebung des Gefaldes konnte jedoch kein verstarktes
Auftreten von Lymphozyten beobachtet werden.

Im Folgenden wird die Lage der Lymphozyten in Relation zu verschiedenen
anatomischen Gegebenheiten, wie beispielsweise der Lage zu Gefalden,
entlang der Neuroachse oder in Relation zu anatomischen Nerven-

Leitungsbahnen dargestelit.

3.4.1. Lage der Lymphozyten in Relation zu den Gefalten

Die verschiedenen Lymphozyten wurden anhand ihrer Lage in eine
perivaskulare Population und in eine (intra-) parenchymatose Population
unterschieden.

Als parenchymatds gelegen wurden alle Lymphozyten bezeichnet, die rundum
von Ruckenmarksparenchym umgeben waren. Alle Lymphozyten, die im
perivaskularen Raum an ein Gefal} angrenzend lagen, wurden als perivaskulare
Lymphozyten bezeichnet.

Uberraschenderweise war die durchschnittliche perivaskuldre Gesamt-
Lymphozytenpopulation  minimal  kleiner als die  parenchymatodse
Lymphozytenpopulation. Wahrend sich fur CD8 die Situation nahezu
ausgeglichen darstellte, und bei CD3 (siehe Abbildung 12) ein leichter
Uberhang auf der Seite der perivaskuléren Zellen zu verzeichnen war, zeigte
sich fur den Antikérper CD20 die Balance leicht auf die Seite der

parenchymatosen Zellen verschoben (siehe Abbildung 12).

65



66

Parenchym versus Perivaskular

80

60

28 1 T @ Parenchym
30 @ Perivaskular

20

pro Querschnitt

Anzahl der Lymphozyten

0 o = S
CD8 CD3 CD20 CD57
Antikorpertyp

Abbildung 12: Lage der Lymphozyten beziglich der Gefalisituation

3.4.2. Verteilung der Lymphozyten in grauer und weifder Substanz

Das menschliche Ruckenmark ist in seinem Aufbau um ein Vielfaches
homogener als das menschliche Gehirn. Trotzdem ist die Morphologie des
menschliche Ruckenmarks nicht komplett gleichformig: Im zervikalen und
lumbalen Bereich weist das Ruickenmark jeweils eine Verdickung
(VergroRerung des Querschnitts) auf und auch das Verhaltnis von grauer zu
weiller Substanz andert sich im Verlauf von zervikal nach sakral mehrfach
(siehe Abbildung 13).

66



Abbildung 13:
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Zervikaler Bereich

Thorakaler Bereich

Lumbaler Bereich

Sakraler Bereich

Das menschliche Ruckenmark mit typischen anatomischen

Begebenheiten (nach med. Fakultét der Universitét Diisseldorf')

1www.uniduesseldorf.de/MedFak/mai/2004/content/neuroanatomie/themen/Na_Q/img/QOS_O1 a

b-1.jpg&imgrefurl
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Aufgrund der in der oberen Abbildung dargestellten Unterschiede bezlglich der
Verteilung von grauer und weiller Substanz sowie bezuglich der
Querschnittsgrolde entlang der Neuroachse kdnnen die folgenden Ergebnisse
nur als Annaherung dienen, weshalb auf die Berechnung und Darstellung von

Signifikanzen grofteils verzichtet wurde.

Die Verteilung auf graue, bzw. weile Bereiche zeigt auf allen HOhen eine
deutlich grékere Anzahl von Lymphozyten in den Gebieten mit markhaltigen
Axonen (weile Substanz). Diese Beobachtung kann vermutlich durch die
durchschnittlich grofere Flache der weilen Substanz (im Gegensatz zur
grauen Substanz) erklart werden. Eine deutliche Konzentration von
Lymphozyten in der grauen Substanz wie am Rattenmodel beobachtet (Bradl et
al., 2005) konnte nicht beobachtet werden. Eine Beurteilung in Relation zur
Flache konnte aufgrund der interindividuellen Unterschiede und technischen
Komplexitat der Flachenberechnung der einzelnen Regionen sowie des
Gesamtquerschnitts nicht durchgefihrt werden.

Bei der Beurteilung der Lage der Lymphozyten beziglich der Gefalisituation
fallt in der grauen Substanz eine Dominanz der perivaskular gelegenen
Lymphozyten auf, die im Kontrast zu der leichten Pradominanz der
parenchymalen Zellen in der weilden Substanz steht.

Interessanterweise wurde eine geringere Gefaldichte in der weillen Substanz
(im Vergleich zur grauen Substanz) beschrieben (Craigie, 1920; Weiss et al.,
1982), was sich jedoch im Rahmen dieser Untersuchungen nicht in einer
reduzierten Lymphozytendichte in der weillen Substanz widerspiegelte.

Da im nachsten Kapitel (3.4.3.) noch detaillierter auf die Lage der Lymphozyten
in verschiedenen Regionen eingegangen wird, wurde hier nur exemplarisch die
CD8-Population dargestellt. Auch fur CD3, CD20 und CD57 gilt, dass absolut
gesehen im Vergleich mehr Lymphozyten in der weilRen Substanz gefunden

wurden.
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3.4.3. Regionale Verteilung der Lymphozytenpopulationen

Die Betrachtung der einzelnen Rickenmarksregionen stellt eine Spezifizierung
der Verteilung der Lymphozyten auf die graue, bzw. weille Substanz dar. Die
Anzahl an gefundenen Lymphozyten in den Regionen Vordersaule, Seitensaule
und Hintersaule entspricht dem Wert der weil’en Substanz. Interessanterweise
wurde eine geringere Gefaldichte in der weillen Substanz (im Vergleich zur
grauen Substanz) beschrieben (Craigie, 1920; Weiss et al., 1982).

Die vier Lymphozytensubtypen haben sich relativ ahnlich auf die sechs
unterschiedenen Ruckenmarksregionen verteilt (siehe Abbildung 14). Die
beiden Regionen Seitensaule und Hintersaule beinhalten zum Teil hohere
Anzahlen an Lymphozyten im Vergleich mit den anderen Regionen. Da die
verschiedenen Regionen aber nicht einheitlich grol3 sind, kann keine Aussage
uber die Konzentration an Lymphozyten pro Gewebsflache getroffen werden.
Die aus Vorderhorn, Hinterhorn und um den Zentralkanal gelegenem Gewebe
bestehende graue Substanz ist in den meisten Rickenmarksabschnitten
deutlich kleiner als die weil3e Substanz (siehe Abbildung 13), wodurch sich die

niedrigeren Zahlen in diesen Bereichen erklaren lassen.
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Abbildung 14: Verteilung der CD8- und CD20-Lymphozyten nach

Ruckenmarksregionen
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34.4. Lage der Lymphozyten in Bezug auf die Rickenmarkshdhe

Bei dem Vergleich nach den verschiedenen Rickenmarkshéhen fallt bei den
Ergebnissen von CD8 ein leichter Abfall der Lymphozytenzahl mit zunehmender
Entfernung vom Gehirn auf (siehe Abbildung 15). Auch in diesem Fall wurde
aufgrund der unterschiedlichen anatomischen Begebenheiten und ungleichen
Flachenverteilung auf eine statistische Auswertung verzichtet. Da die
lumbosakralen Querschnitte des menschlichen Riuckenmarks (lumbosakrale
Intumeszenz) in der Regel eine deutlich groRere Flache als die thorakalen
Querschnitte haben, kann die abnehmende Lymphozytenanzahl mit
zunehmender Entfernung vom Cerebrum jedoch als Hinweis auf ein abfallendes

Konzentrationsgefalle gedeutet werden.
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Abbildung 15: Einfluss der Ruckenmarkshéhe auf die CD8-Population

Die Ergebnisse fur CD3- und CD20- Lymphozyten zeigten ein vergleichbares
Bild. Auch fur die CDS57-positiven Lymphozyten zeigte sich ein Abfall der
Lymphozytenzahl nach sakral hin. Die sehr niedrigen Zahlen an gefundenen
CD&7-positiven Lymphozyten erlauben jedoch nur sehr bedingt aussagefahige

statistische Aussagen uber deren Verteilung.
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3.5. Vergleich der verschiedenen Patientengruppen

Besonders die Anzahl der gefundenen Lymphozyten unterscheidet sich deutlich
zwischen den einzelnen Patienten. Hingegen die Lage der Lymphozyten und
die Aufteilung in Subtypen zeigten groRe Ahnlichkeiten beim Vergleich der
einzelnen individuellen Ruckenmarksproben.

Mehrere Patientenparameter wurden bezuglich ihrer Korrelation zur
Lymphozytenanzahl untersucht, um mdglichen Ursachen fur sehr hohe oder
niedrige Zahlen auf den Grund zu gehen. Insgesamt liegen jedoch
unzureichende Informationen bezlglich der genauen Patientenanamnese vor,
so dass bei zudem kleinem Patientenkollektiv nur bedingt statistische Aussagen
gemacht werden konnten.

Da bekannt ist, dass eine Entziindung oder eine Malignomerkrankung mit einer
erhdhten Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke einhergehen kann, wurden die
Patienten mit einer entzidndlichen Krankheit, bzw. mit einer bekannten
Malignombehandlung gesondert betrachtet. Weiterhin wurden biologische

Parameter wie Geschlecht und Alter in die Bewertung mit aufgenommen.

3.5.1. Lymphozytenverteilung in Abhangigkeit vom Lebensalter und Geschlecht

Wie bereits dargestellt unterschieden sich die einzelnen Individuen
hauptsachlich in der Anzahl der gefundenen Lymphozyten, weshalb
insbesondere nach Faktoren gesucht wurde, die mit der Menge an
Lymphozyten korrelieren.

In Abbildung 16 wurden alle Patienten ihrem Alter nach aufgelistet. Es fallt eine
Tendenz mit steigender Lymphozytenanzahl in erhéhtem Alter auf. An dieser
Stelle soll daraufhin gewiesen werden, dass zum einen nur wenige Patienten im
Alter unter 40 Jahren in der Stichprobe vorhanden waren und zum anderen die
Wahrscheinlichkeit einer maoglicherweise relevanten Nebenerkrankung mit

hoherem Alter steigt.
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Abbildung 16: Gemittelte Lymphozytenanzahl und Aufteilung in Subtypen

pro Rickenmarksquerschnitt nach Alter (in Jahren) und Geschlecht (m/w)

Wie bereits zuvor beschrieben zeigten sich grolde Unterschiede zwischen den
einzelnen Individuen bezlglich der Gesamtzahl der Lymphozyten. Insgesamt
gesehen stellten sich jedoch ahnliche Verteilungsmuster bezuglich Lage und
Subtypisierung der Lymphozyten dar.

Die Abbildung der Verteilung der CD3-Population nach dem Alter zeigte eine
annahernd identische Aufteilung, die bei der zuvor beschriebenen Ko-
expression von CD3 und CD8 zu erwarten war.

Bei den Antikdrpern CD8 und CD3 stellt das Lebensalter einen signifikanten
Faktor fur die Zunahme von Lymphozytenzahlen dar (CD8: p=0,01 bzw. CD3:
p=0,009) — im Gegensatz zum Geschlecht, bei dem es zu keiner signifikanter
Korrelation gekommen ist (CD8: p=0,17, bzw. fur CD3: p=0,42).

Die Verteilung der CD20-positiven Zellen nach Lebensalter zeigte eine relativ
gleichmafige Verteilung (keine signifikanten Unterschiede, p = 0,28) — mit einer
Ausnahme: bei einer Patientin, die mit 76 Jahren verstorben ist, wurde eine
erhohte Anzahl an CD20-Zellen detektiert.
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Fir die Auswertung bezlglich des Geschlechts wurden flir CD20 wie fir die
ubrigen Antikorper keine signifikanten Unterschiede gesehen (CD20: p = 0,57).

Bei den nur vereinzelt auftretenden CD57-Lymphozyten zeigte sich, dass in
uber 50% der Individuen keinerlei CD57-Zellen in den untersuchten
Querschnitten nachweisbar waren. Signifikante Unterschiede bezuglich Alter
oder Geschlecht traten nicht auf.

Der Faktor Geschlecht zeigte, dass weibliches Geschlecht im gewahlten
Kollektiv (6 Frauen, 9 Manner) mit durchschnittlich hdheren Lymphozytenzahlen
einherging (nicht signifikant, siehe oben). Da insbesondere in héherem Alter
das weibliche Patientengut im Kollektiv Uberhand hatte (Durchschnittsalter
Frauen: 75,7 Jahre; Durchschnittsalter Manner: 52,0 Jahre) und hoheres Alter
zudem haufig mit Erkrankungen einhergeht, kann allerdings nicht grundsatzlich
davon ausgegangen werden, dass allein der Faktor weibliches Geschlecht
ausschlaggebend flir eine erhdhte Anzahl von Lymphozyten im

Ruckenmarksgewebe war.

3.5.2. Einfluss einer Entziindungskonstellation

Wie bereits in der Literatur beschrieben (Hickey, 2001), kann es bei einer
Entzindung zu Veranderungen an der Blut-Hirn-Schranke kommen, weshalb
Patienten, die an einer entzindlichen Allgemeinerkrankung erkrankt waren,
beispielsweise einer Pneumonie, gesondert betrachtet wurden. Auch hier kann
die folgende Beobachtung nur einen orientierenden Charakter haben, da
genaue Daten fehlten.

Sieben Patienten wurden anhand von bekannten Diagnosen als Patienten mit
einer wesentlichen entzindlichen Allgemeinerkrankung (z.B. Pneumonie)
klassifiziert, wovon zwei Patienten aul3erdem an einer malignen Erkrankung
litten (siehe Tabelle 1). Diese Daten konnen aufgrund der lickenhaften
Anamnesedaten nur als grobe Einteilungen verstanden werden, die eventuell
Hinweise auf Tendenzen geben kénnen. Leider lagen keine Daten bezuglich
der Blut- oder Liquorwerte der Verstorbenen vor, so dass diesbezuglich keine

Untersuchungen durchgefuhrt werden konnten.

73



74

Wie vermutet konnte man bei einer bestehenden entzindlichen
Allgemeinerkrankung erhohte Lymphozytenwerte im Ruckenmark feststellt
(Abbildung 17) (nicht signifikant).
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Abbildung 17: Vergleich der Gesamtlymphozytenzahl bei Entziindung und
Abwesenheit von Entzindung

3.5.4. Einfluss einer malignen Erkrankung

Um der Frage nachzugehen, ob die Anwesenheit von maligne entarteten Zellen
einen Einfluss auf die Lymphozytenanzahl im Rickenmark hat, wurden
diejenigen Patienten mit bekanntem malignem Geschehen mit den Ubrigen
Patienten verglichen. Die Patienten im Patientenkollektiv mit malignen
Erkrankungen litten an CUP (zweimal),
Bronchialkarzinom/Hypopharynxkarzinom und Adenokarzinom (insgesamt 4
Patienten) (siehe Tabelle 1). Es zeigten sich in der Malignomgruppe
interessanterweise tendenziell niedrigere Lymphozytenzahlen als in der

Kontrollgruppe (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Vergleich der Falle mit bekanntem Malignom im Gegensatz
zu den Fallen ohne Malignom

3.5.5. Einzelfalle mit Auffalligkeiten in Verteilung oder Anzahl der Lymphozyten

Obgleich insgesamt gesehen die ortliche Verteilung und auch die Aufteilung auf
die lymphozytaren Subtypen - im Gegensatz zur Gesamtanzahl - im
Patientenkollektiv sehr homogen waren, zeigten sich doch ein paar
Besonderheiten.

Im Anhang findet sich zu jedem einzelnen Patienten eine Abbildung, die fur
diesen Fall die Verteilung in parenchymale und perivaskulare Zellen sowie die
Haufigkeit der Subtypen zeigt (siehe Anhang).

Drei Patienten/innen zeigten eine Anhaufung von perivaskularen Lymphozyten
(ES 51/03, ES 199/02, ES 18/03), und eine Patientin (ES 212/02) zeigte eine
deutliche Erhéhung samtlicher Lymphozytentypen, insbesondere der CD20-
Fraktion (siehe Abbildung 7).

Der Fall ES 33/02 zeigte uberraschend niedrige CD3-Zahlen im Vergleich zur
detektierten CD8-Population und intraparenchymatdse Anhaufungen von CD8-
Lymphozyten.
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Ergebnisse

3.6. Ergebnisse der Doppelfarbungen

Die exemplarisch durchgefuhrten Doppelfarbungen dienten zum einen dem
Ausschluss einer Expression von CD8 auf Mikrogliazellen (Jander et al., 1998)
und zum anderen zur Bestatigung einer Ko-Expression von CD3 und CD8 auf
zytotoxischen/suppressorischen T-Zellen.

In den Doppelfarbungen mit CD68/CD8 konnte keine relevante Expression von
CD8 auf den mit CD68 markierten Mikrogliazellen festgestellt werden, so dass
unter zusatzlicher Beachtung morphologischer Kennzeichen CD8 als
spezifischer Lymphozytenmarker angesehen wurde.

Abbildung 19: Doppelfarbung CD8 und CD68

In den Doppelfarbungen mit CD3/CD8 (Abbildung 20) zeigten sich in der
Mehrzahl doppelt positive Lymphozyten (CD3-positiv und CD8-positiv).
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Vereinzelt konnten jedoch auch CD3-negative/CD8-positive Zellen detektiert
werden. CD3-negative/CD8-positive Zellen kdénnen eine Erklarung fur die in
dieser Studie beobachtete (wenn auch nicht signifikante) Uberzahl der CD8-
Zellen gegenuber den CD3-Zellen bieten. CD3-negative/CD8-positive Zellen
wurden bis jetzt nur im Rahmen von NK-Zell-Subpopulationen beschrieben,

eine weiterfihrende Diskussion diesbezlglich findet sich in Kapitel 4.1..
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Abbildung 20: Doppelfarbung mit CD8 und CD3

CD3-positive/CD8-negative  Zellen  kdnnen unter anderem der T-
Helferzellpopulation angehoéren, obwohl diese Population in anderen Studien in
sehr geringem Male, bzw. uUberhaupt nicht zu detektieren war. Auch die
Ergebnisse dieser Studie deuten auf eine faktische Abwesenheit von CD4-
Lymphozyten hin, da die CD3-Detektion hinter der CD8-Detektion zuricklag
und in der exemplarisch durchgefiihrten Doppelfarbung mit CD3 und CD8 keine
CD3-positiven und CD8 negativen Zellen mit typischer
Lymphozytenmorphologie gefunden wurden.
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Zusammenfassung der Ergebnisse

Durchschnittlich wurden ca. 100 Lymphozyten (Summe aus CD8-
Lymphozyten, CD20-Lymphozyten und CD57-Lymphozyten) pro
Ruckenmarksquerschnitt detektiert. (Eine Ko-Expression von CD8 und
CD57 konnte nicht mit finaler Sicherheit ausgeschlossen werden.
Aufgrund der minimalen Anzahl an CD57-Lymphozyten von ca.
0,25/Querschnitt wirde das jedoch keinen relevanten Unterschied

bezlglich der Gesamtsumme bedeuten).

Bei allen Patienten und in allen Regionen waren die CD3- und CD8-
Subpopulationen die mit Abstand pradominanten Subpopulationen,
gefolgt von CD20 und CD 57.

In exemplarischen Farbungen konnten weder Granzym B noch Perforin

im menschlichen Riuckenmark nachgewiesen werden.

Als Marker fur regulatorische CD4-T-Zellen wurde Foxp3 eingesetzt, der

im menschlichen Ruckenmark nicht detektiert werden konnte.
Die Anzahl der CD20-Population und der CD57-Population
unterschieden sich signifikant zugunsten einer hdheren Anzahl von

CD20 Zellen.

CD3 als Gesamtzellmarker detektierte nicht-signifikant niedrigere

Lymphozytenzahlen als CDS8.

Im parenchymalen Gewebe und im perivaskularen Raum wurden in der

Regel annahernd gleiche Lymphozytenzahlen gefunden.

Ebenso liel sich fur die Verteilung der Lymphozyten in der grauen und

weillen Substanz kein eindeutiger Unterschied feststellen.
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Entlang der Neuroachse trat eine Abnahme der Lymphozytenzahl nach

kaudal auf.

Die Hauptunterschiede zwischen den einzelnen Patienten lagen in der
Anzahl der Lymphozyten, wohingegen Lage und Subtypisierung sehr
homogene Muster zeigten.

Eindeutige Einflisse des Geschlechts oder aber von pathologischen
Zustanden wie z.B. einer Malignomerkrankung oder einer entzindlichen
Grunderkrankung auf die lymphozytaren Populationen im Ruckenmark

konnten nicht gesehen werden.

Hingegen zeigte sich ein signifikanter Anstieg der lymphozytaren CD8-

und CD3-positiven Populationen mit dem Alter.

Vereinzelt konnten CD3-negative/CD8-positive Lymphozyten detektiert

werden.

Eine Expression von CD8 auf CD68-positiven Mikrogliazellen konnte

nicht beobachtet werden.
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4. Diskussion

Im folgenden Kapitel werden am Anfang jedes Abschnitts die Ergebnisse der

experimentellen Untersuchungen wiederholt und anschlieend diskutiert.

4.1. Anwesenheit von Lymphozyten im Rickenmark auch im Gesunden

Mit den durchgeflhrten Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass
sich im menschlichen Rickenmark regular Lymphozyten finden, wenn auch in
verhaltnismaRig geringer und individuell unterschiedlicher Anzahl.

Obgleich am gesunden Menschen und speziell im menschlichen Ruckenmark
bisher keine grundlegenden Untersuchungen bezlglich der
Lymphozytenpopulation durchgefuhrt worden waren, waren in Kontrollgruppen
und in Tierversuchen bereits Lymphozyten im Ruickenmark und Gehirn
gefunden worden, so dass das regulare Vorhandensein von Lymphozyten im
menschlichen Rickenmark zu erwarten war. Wir konnten somit zeigen, dass
das Rulckenmark bezuglich der Anwesenheit von Lymphozyten Kkeine
Ausnahme bildet und dass auch bei gesunden Menschen, Lymphozyten im
Ruckenmarksparenchym zu finden sind.

Diese Erkenntnis unterstitzt das Postulat, dass Lymphozyten im ZNS ebenso
wie in anderen Geweben vorkommen, obgleich bekannterweise die
Transmigration ins ZNS-Gewebe sowie der Aufenthalt im Gewebe erschwert
sind und besondere Bedingungen (insbesondere eine verringerte Anzahl)

vorliegen.

Die durchschnittliche Anzahl an Lymphozyten pro Querschnitt von 3,5 um Dicke
betrug ca. 100 Zellen, jedoch mit starken Schwankungen.

Die durchschnittlich gefundene Anzahl an CD8/CD20/CD57-Lymphozyten pro
Querschnitt  entspricht vage den in der Literatur beschriebenen
GrolRenordnungen, ist jedoch eher leicht erhoht. Ein genauer Vergleich ist
aufgrund mangelnder Einheit in den Ausgangsbedingungen (z.B. Dicke des

Querschnitts, unterschiedliche BezugsgrofRen) nicht moglich.
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Im Rattengewebe zeigten sich beispielsweise durchschnittlich weniger als 5
CD8-Lymphozyten pro Ruckenmarksquerschnitt (Bradl et al., 2005).

Obgleich sich die Zahl der Lymphozyten im Promillebereich in Relation zur
Gesamtheit aller Zellen in einem Ruckenmarksquerschnitt bewegt, so ist sie
doch in Relation zu den urspringlich erwarteten Zellzahlen als eher hoch
anzusehen.

Eine Ko-Expression von CD8 und CD57 konnte nicht mit finaler Sicherheit
ausgeschlossen werden. Aufgrund der minimalen Anzahl an CD57-
Lymphozyten von ca. 0,25/Querschnitt wurde das jedoch keinen relevanten

Unterschied bezliglich der Gesamtsumme bedeuten.

Es bestanden verhaltnismaRig grofde interindividuelle Unterschiede in der
Lymphozytenanzahl.

Interindividuelle Schwankungen in der Anzahl der gefundenen Lymphozyten mit
Durchschnittswerten  zwischen 10 Lymphozyten/Querschnitt und 274
Lymphozyten/Querschnitt konnten beobachtet werden. Diese Unterschiede
konnen ,normale” interindividuelle Schwankungen und damit Grenzwerte des
Normbereichs darstellen oder ,pathologisch® hohe, bzw. niedrige Werte
enthalten. Da keine  ausfuhrlichen  Vergleichsdaten oder gar
Normbereichsdefinitionen fur die Anzahl von Lymphozyten im menschlichen
Rackenmark existieren, kann die beobachtete Spannbreite erste Anhaltspunkte

bieten.

Patienten mit einer entzindlichen Allgemeinerkrankung zeigten tendenziell
erhdhte Lymphozytenwerte.

Anhand von den vorhandenen biologischen Daten wurde versucht, mogliche
Ursachen fur die unterschiedliche Haufigkeit der Lymphozyten auszumachen.
Ein Zusammenhang zwischen erhohter Lymphozytenzahl und entzundlicher
Allgemeinerkrankungen konnte dargestellt werden.

Aufgrund von einem gehauften gemeinsamen Auftreten beispielsweise von

hohem Lebensalter und weiblichem Geschlecht konnte eine eindeutige
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Zuordnung nicht stattfinden. Die Datenlage zur Beurteilung derartiger

Zusammenhange war leider unzureichend.

Das Lebensalter wurde in der Literatur mehrfach beschrieben, Einflisse auf das
Immunsystem zu haben: Die Reaktivitdt der Mikrogliazellen ist bei
Altersextremen erhoht (Mikroglia reagieren auf sterbende neuronale Elemente)
und die akute Infiltration von Neutrophilen tritt verstarkt bei jugendlichen Nagern
auf (Galea et al., 2007). Auch Anzahl und Funktion von Lymphozyten scheint in
gewissen Malen vom Lebensalter beeinflusst zu werden (Bradl et al., 2005;
Aspinall, 2003). Bradl und Kollegen konnten beispielsweise einen Anstieg der
Lymphozytenzahl mit zunehmendem Alter der Ratten feststellen (Bradl et al.,
2005).

Mdglicherweise lasst sich der positive Zusammenhang auch durch die haufige
Anwesenheit von entzundlichen Allgemeinerkrankungen und anderen
Erkrankungen bei Menschen in hoherem Lebensalter (Aspinall, 2003) erklaren,
da einige Erkrankungen zu erhohter Durchlassigkeit bis hin  zum
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke fluhren kénnen (Hickey, 2001; Johnson
et al., 2007; Hawkins und Egleton, 2008). Da auch schon berichtet wurde, dass
Mediatoren, die von den ins ZNS migrierenden Lymphozyten selbst gebildet
wurden, zu einer erhohten Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke fuhren
konnen (Chavarria und Alcocer-Varela, 2004), ware das ebenfalls eine
Erklarung fir eine erhdhte Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke bei
Entzindung. Die Anzahl der detektierten Lymphozyten konnte in dieser Arbeit
nicht eindeutig mit einzelnen biologischen Faktoren korreliert werden.

Im menschlichen Zerebrum lieR sich kein Zusammenhang der
Lymphozytenanzahl mit der klinischen Diagnose Sepsis oder mit dem
Geschlecht herstellen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen am Ruckenmark
zeigte sich im Zerebrum ein Abfall der Lymphozytenzahl mit zunehmendem
Alter (unveroffentlichte Daten von Loffler, 2006).
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Bei Patienten mit bekannter maligner Erkrankung lieRen sich tendenziell
weniger Lymphozyten darstellen. Eventuell ist diese Beobachtung auf eine
vorausgegangene immunsuppressive Therapie zuruckzufuhren, jedoch fehlen
auch hier detaillierte Informationen der Patientenanamnese. Eine
weiterfUhrende beispielsweise von Art und Stadium des Tumors abhangige

Beurteilung kénnte insbesondere fur Hirntumore interessant sein.

An Subtypen konnten CD8 und CD3 mit Abstand am haufigsten nachgewiesen
werden, gefolgt von CD20 und schlussendlich von CD57 (jeweils signifikante
Unterschiede).

Somit konnte die Erkenntnis von Bradl et al. (2005) bestatigt werden, dass
CD8-exprimierende Lymphozyten im Ruckenmarksgewebe eine deutliche
Ubermacht besitzen. Auch im menschlichen Zerebrum zeigte sich diese klare
Dominanz der CD8-Subpopulation in allen untersuchten Regionen
(unveroffentlichte Daten von Loffler, 2006). Die Ursache fiur diese Dominanz der
CD8-Lymphozyten ist unklar — moglicherweise spielen erleichterte
Transmigrationsbedingungen (z.B. durch die Expression von Interleukin IL-
15Ra (Bradl et al., 2005)) und/oder bessere Uberlebensbedingungen, bzw. ein
langerer Aufenthalt im Ruckenmark-/ZNS-Gewebe eine Rolle.
Interessanterweise ist mit der Dominanz der CD8-Population und einer
faktischen Abwesenheit von CD4-Zellen im Ruckenmarksgewebe das
Verhaltnis der Lymphozytensubpopulationen im Blut und im CSF
(Svenningsson et al., 1995) ins Gegenteil gekehrt, was die Spezifitat der
lymphozytaren Immuniberwachung im ZNS deutlich macht.

So konnte Hawke 1998 in seinen Experimenten an Mausen zeigen, dass nach
einer Infektion mit einem neurotrophen Influenzavirus bis zu 320 Tage danach
noch Influenza-spezifische Gedachtniszellen nachweisbar waren und dass bis
56 Tage nach der ZNS-Infektion die Anzahl der CD8-Zellen anhaltend hoch
blieb (Hawke et al., 1998).

Da die CD8-positive Lymphozytenpopulation die grofdte und zudem einzige in
relevanter Anzahl auftretende Subpopulation der CD3-positiven T-Zell-

Population im menschlichen Rickenmark ist, erscheint es wahrscheinlich, dass
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diese Zellen eine wesentliche Rolle in der Immunabwehr, bzw. in der
Immunidberwachung des ZNS spielen und eventuell ein Bindeglied zwischen

peripherem Immunsystem und dem immunprivilegierten ZNS darstellen.

CD20-Lymphozyten wurden in sehr geringer Anzahl beobachtet. B-Zellen als
Vorlaufer der Antikoérper produzierenden Plasmazellen sind ein wesentlicher
Bestandteil der spezifischen Immunreaktion. Anders als bei den T-Zellen
konnen B-Zellen uber ihren verlangerten Arm der Antikorper viele Bereiche des
Korpers gut erreichen ohne selbst jedes Gewebe Uberwachen zu mussen. Im
Vergleich mit den in der Literatur beschriebenen Daten wurden auch bei den B-
Lymphozyten im Ruckenmarksgewebe hohere Zahlen detektiert.

Die CD57-positive NK-Zell-Population scheint im menschlichen Ruckenmark
nur eine untergeordnete Rolle zu spielen, da nur sehr vereinzelt CD57
nachgewiesen werden konnte. Da CD57 nur auf ca. 60% der aktiven NK-Zellen
exprimiert wird, kann die absolute NK-Zell-Zahl Uber der hier ermittelten Zahl
liegen. Eine weitreichende Funktion der NK-Zellen im Ruckenmark bleibt jedoch

unwahrscheinlich.

Es konnte keine Expression von Granzym B oder Perforin im menschlichen
Ruckenmark detektiert werden (exemplarisch).

Granzym B und Perforin sind lytische Enzyme, die obligat bei der zytotoxischen
Immunabwehrreaktion durch T-Zellen freigesetzt werden. Frisch isolierte
periphere Blutlymphozyten gesunder Personen enthalten zu ca. 12,7 %
Granzym B. Perforin wurde von ca. 17,3 % der Lymphozyten exprimiert
(Boettcher, 2005).

Die Abwesenheit von Granzym B und Perforin im menschlichen Rickenmark
spricht gegen die Anwesenheit einer relevanten Anzahl von zytotoxischen
Zellen im menschlichen Ruckenmark. Die detektierten CD8-positiven Zellen
scheinen somit nicht zum zytotoxischen T-Zell-Typ zu gehéren bzw. noch keine
aktivierten zytotoxischen T-Zellen darzustellen. In Untersuchungen am
menschlichen Zerebrum zeigte sich ebenfalls eine Abwesenheit von Granzym B

und Perforin (unveroffentlichte Daten von Loffler, 2006).
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Neben dem zytotoxischen CD8-Lymphozyten gibt es in der Gruppe der CD3-
positiven/CD8-positiven  Zellen eine weitere  Untergruppe, die der
suppressorischen T-Lymphozyten. Suppressorische T-Zellen vom CD8-Typ
(CD8-positv. = TCRaB® Treg) hemmen Immunreaktionen. Genauere
Mechanismen der Immunsuppression dieser Zellen sind nur ansatzweise
verstanden, da CD8-positive TCRaB" Treg eine sehr inhomogene Gruppe von
suppressorischen Zellen bildet. Bis jetzt konnte kein eindeutiger phanotypischer
Marker fiir CD8-positive TCRaoB" Treg identifiziert werden. Stattdessen wurden
verschiedene Molekille, wie beispielsweise CD25, CD122, CD45RC"", Foxp3
auf Untergruppen entdeckt. Eine weitere Untergruppe stellen die Qa-1
abhangigen CD8aa'TCRap" Tregs dar. Verschiedene Funktionsmechanismen
konnten beobachtet werden: 1. Direktes Toten der Zielzelle 2. Aussenden
negativer Signale auf die Zielzelle oder auf APCs 3. Sekretion von flussigen
Substanzen, z.B. immunsuppressiven Zytokinen (Smith und Kumar, 2008).

Im EAE-Model konnte gezeigt werden, dass CD8-Lymphozyten ein Schutz
gegen Rezidive des Multiple-Sklerose Models sein konnen (Jiang et al., 1992).
Tierversuche von Najafian et al. (2003) zeigten, dass die Suppression von CD4-
Zellen durch CD8-Zellen von Zell-zu-Zell-Kontakt und der Anwesenheit von
APCs abhangig war (Najafian et al., 2003).

In wieweit diese Mechanismen und die Gruppe CD8+ TCRaB" Tregs im ZNS
relevant sind, bleibt unklar. Madoglicherweise beruht aber gerade die
Abwesenheit von CD4-Zellen im ZNS auf der Arbeit und Funktion von diesen
nicht-zytotoxischen CD8-Zellen, die eine Rolle in der Aufrechterhaltung des
Immunprivilegs spielen konnten. Obwohl bei einigen Funktionsmechanismen
der CD8+ TCRap" Tregs Perforin eine Rolle zu spielen scheint (Correale und
Villa, 2008; Najafian et al., 2003), kann die Abwesenheit von Perforin jedoch

nicht als Ausschlusskriterium fir CD8+ TCRaB" Tregs gelten.

Als dritte Option koénnten die CD3-positiven/CD8-positiven/GranzymB-
negativen/Perforin-negativen Zellen Gedachtniszellen sein. Vorlauferzellen der
CD8-Gedachtniszellen sind wahrscheinlich aktivierte T-Zellen, von denen einige

zu Gedachtniszellen differenzieren. (Janeway et al., 2005, S.447).
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Zwei Untergruppen von menschlichen Gedachtniszellen sind beschrieben
worden: 1. Zentrale Gedachtniszellen (central memory T-cell = Tcy) mit dem
CD45R0O/CCR7+ Phanotypen, die hauptsachlich Interleukin 2 produzieren und
nach weiterer Stimulation zu Effektor-Gedachtnis-Zellen werden koénnen. 2.
Effektor-Gedachtnis-Zellen  (effector Gedachtnis = Tgy) mit dem
CD45R0O/CCR7- Phanotyp, die sehr schnell Effektorzytokine freisetzen kdnnen
(Sallusto et al., 2004). Granzym wird auf CD8-Gedachtniszellen nur auf spaten
Tem exprimiert (Takata und Takiguchi, 2006).

Tem zirkulieren auch aufderhalb der lymphoiden Organe und behalten einige
Effektorfunktionen (Sallusto et al., 1999). Somit ware prinzipiell mdglich, dass
die gefundenen CD8-positive/Granzym-negative Zellen zumindest teilweise
Gedachtniszellen vom T¢y- oder vom fruhen Tegy— Typ sind.

Nach Dengue-Virus-Infektion wurde ein starker Zustrom von CD8-T-Zellen ins
Gehirn von Mausen sowie eine Retention von virus-spezifischen CD8-T-Zellen
beobachtet. Die bleibenden T-Zellen zeigten einen teilweise aktivierten,
teilweise Gedachtniszell-typischen Phanotyp, im Verlauf kam es jedoch zu einer
Veranderung zum Gedachtniszelltyp hin mit abnehmenden zytolytischen
Oberflachenmarkern. Bis zu 30% der CD8-Zellen im ZNS waren spezifisch fir
das Virus, wobei im Verlauf von 56 Tagen die Anzahl der CD8-Zellen insgesamt
zunahm (van der Most et al., 2003). Homann und Kollegen beschrieben sogar,
dass nach einer Virusinfektion CD8-Gedachtniszellen Uber 3 Jahre in stabiler
Anzahl zu finden waren, wahrend CD4-Gedachtniszellen zurlickgingen
(Homann et al., 2001). Moglicherweise sind ein Teil der im menschlichen
Ruckenmark gefundenen CD8-Zellen also ubrig gebliebene Gedachtniszellen,
die bis zu mehrere Jahre nach einer ZNS-Infektion (eventuell einschlieBlich

neurotropher Viren) im Gewebe persistieren.

In dieser rein deskriptiven Arbeit kénnen nur bedingt Aussagen uber die
Funktion der gefundenen Zellen getroffen werden.

Am wahrscheinlichsten scheint jedoch, dass die im menschlichen Ruckenmark
gefundenen CD8-Zellen teilweise dem Gedachtniszelltyp angehoren (insofern

bereits ZNS-Erkrankungen durchgemacht worden sind) und teilweise einem
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Suppressorzelltyp zuzuschreiben sind. Die suppressorischen Lymphozyten
konnten eventuell an der Aufrechterhaltung und/oder Induktion des

Immunprivilegs beteiligt sein.

In exemplarischen Farbungen konnte CD25 nur auf singularen Zellen
nachgewiesen werden. Foxp3 war nicht detektierbar.

CD25 ist ein Aktivierungsmarker fur Lymphozyten, der aullerdem auf
regulatorischen T-Zellen vom CD8aa ' TCRap" Typ beschrieben wurde (Cosmi
et al.,, 2004). Die Annahme, dass vornehmlich aktivierte Lymphozyten ins
Ruckenmarksgewebe gelangen, wird durch die geringe Expression von CD25
im menschlichen Ruckenmark in Frage gestellt. Zudem bedeutet die geringe,
fast nicht vorhandene Expression von CD25 in Kombination mit der
Abwesenheit von Foxp3, einem Marker fir regulatorische T-Zellen (auch auf
CD8-Treg (Manavalan et al., 2004)), dass der CD8-positive CD25-positive Treg
Typ nicht vorliegt und dass nur Foxp3 negative CD8-Suppressortypen wie reife
CD8-positive CD122-positive Zellen oder CD8aa” TCRaB" Tregs in Frage
kommen. Die Vielfalt der Subtypen der CD8+ TCRaB" Tregs und der Mangel an
eindeutigen Markern macht die eindeutige Identifizierung der CD8-Tregs sehr
schwierig. Aufgrund dieser Vielfalt ist trotz negativer Ergebnisse von CD25 und

Foxp3 die Anwesenheit von CD8+ TCRaB" Treg nicht auszuschlieRen.

Die CD3-Expression unterscheidet sich nicht signifikant von der CD8-
Expression.

Da die Differenz in den durchgefuhrten Untersuchungen nicht signifikant war,
kann dieser Unterschied in der Expression von CD3 und CD8 durch zufallig
bedingte Schwankungen der Lymphozytenanzahl erklart werden und ist somit
als gleichwertig anzusehen. Unter der Annahme, dass die meisten CD8-Zellen
CD3 ko-exprimieren, deutet dieses Ergebnis somit auf eine Abwesenheit von
anderen (nicht CD8- positiven) CD3-positiven Zellen hin. Daraus kann eine
faktische Abwesenheit von T-Helfer-Zellen (CD3-positiv/CD4-positiv) gefolgert
werden, wie sie bereits von Stoll et al. beschrieben worden war (Stoll et al.,
2006).
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In der Doppelfarbung waren zusatzlich zu CD3/CD8 doppelt positiven
Lymphozyten auch wenige CD3-negative/CD8-positive Zellen detektiert
worden.

Die Existenz von CD3-negativen/CD8-positiven Lymphozyten koénnte den
Uberhang der CD8-Population gegeniiber der CD3-Population erklaren. Diese
CD3-negativen/CD8-positiven Zellen sind bis jetzt in der Literatur nur als Subtyp
von NK-Zellen beschrieben worden.

Die durchgefuhrte CD57-Markierung im Sinne einer NK-Zell-Detektion zeigte
jedoch um ein vielfaches geringeres Ansprechen als die Differenz zwischen
CD8-positiven Zellen und CD3-positiven Zellen ausmachen wurde. Der Zelltyp
musste also grofteils dem CD3-negativem/CD8-positiven/CD57-negativem
Zellphanotyp entsprechen. Da CD57 nur einen Teil der NK-Zellen detektieren
kann, ware die Zugehorigkeit zu CD57-negativen NK-Zellen (z.B. CD56positiv)
immer noch moglich. Die faktische Abwesenheit von Granzym B im
menschlichen Ruckenmark spricht allerdings ebenfalls gegen das Vorliegen von
CD3-negativen/CD8-positiver/CD57-negativen NK-Zellen, da diese zu uber
80% Granzym B exprimieren (Bade et al., 2005). Ein CD3-negativer/CD8-
positiver/CD57-negativer/GranzymB-negativer Zelltyp scheint also im Blut nur

aulerst selten aufzutreten.

Zu guter Letzt kann diese Ergebnis selbstverstandlich auch im Lichte einer
methodischen Schwache gesehen werden, bei der beispielsweise die
Antikorperldosung stellenweise zu dunn aufgetragen wurde oder die auf einer
generellen geringeren Affinitdt des CD3-Antikorpers beruht, bzw. einer
unspezifischen Anfarbung des CD8-Antikorpers.

Wie Olson et al. 2004 zeigen konnten, ist die Expression von CD3 auf CD4-
Lymphozyten 1,7-fach starker als auf CD8-Lymphozyten (Olson et al., 2004).
Bei geringer Expression von CD3 auf CD8-Lymphozyten konnte auch das zu
einem nicht sichtbaren Signal fuhren (bzw. nicht von der Hintergrundfarbung
differenzierbaren Anfarbung). Alle CD8-Lymphozyten wurden zusatzlich zu ihrer
Anfarbung auch morphologisch beurteilt und zeigten die typische Morphologie

von Lymphozyten, zudem konnte in der Doppelfarbung mit CD68 gezeigt
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werden, dass keine signifikante Expression auf Mikroglia detektierbar war, was
eine unspezifische, zu hohe Anfarbung von CD8 unwahrscheinlich macht.

Bei bekannter geringerer Expression des CD3-Oberflachenmolekils kann die
Anwesenheit von singular CD8-positiven Lymphozyten (CD3-negativ/(CD57-
negativ/Granzym-negativ) somit durch eine methodische Schwache oder die
Anwesenheit von einzelnen, im Blut sehr seltenen atypischen CD8-NK-Zellen

erklarbar sein.

In der Doppelfarbung waren zusatzlich zu CD3/CD8 doppelt positiven
Lymphozyten auch wenige CD3-positive/CD8-negative Zellen beobachtet
worden.

In der Zusammenschau mit der Tatsache, dass die CD3-Expression insgesamt
unter der CD8-Expression lag und CD3 und CD8 bekannterweise ko-exprimiert
werden, ist anzunehmen, dass die Population der CD3-positiven/CD8-negativen
Zellen sehr gering ist und eventuell dem im ZNS-Parenchym doch vereinzelt
auftretenden CD3-positiven/CD4-positiven Lymphozytentyp der T-Helferzellen

entsprechen kdnnte.

Maglicherweise handelt es sich aber auch um CD3-positive/CD8-negative/CD4-
negative Zellen, die zum ersten Mal 1989 von Strober und Kollegen
nachgewiesen wurden (Strober et al., 1989). Diese doppelt negativen T-Zellen
besitzen regulatorische, immunsuppressive Funktionen und kdénnen CD8-
Lymphozyten mit der gleichen T-Zell-Rezeptorspezifitadt hemmen und die
AbstoRung von Hauttransplantaten verhindern (Zhang et al., 2001). Im Blut
scheinen 1 bis 5% der ap—TCR-positiven Lymphozyten doppelt-negativ zu sein
(Zhang et al., 2007). Im Rahmen der Blutzirkulation konnten diese Zellen auch
Zutritt zum ZNS-Gewebe erhalten. Eine Rolle bezuglich des Immunprivilegs
ware in diesem Fall vorstellbar. Nach der Ubernahme von MHC-
Peptidkomplexe von APCs kénnen doppelt-negative Lymphozyten mit Effektor-
T-Zellen (zum Beispiel einer CD8-positiven, zytotoxischen T-Zelle) interagieren
und eine Fas-induzierte Apoptose in der Effektorzelle einleiten (Fischer et al.,
2005).
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Auch in diesem Fall muss das Vorliegen einer methodischen Schwache
diskutiert werden. Bei vereinzeltem Auftreten der CD3-positiven/CD8-negativen
Zellen sowie besserer Affinitat des CD8-Antikorpers erscheint diese Mdoglichkeit
in diesem Fall jedoch unwahrscheinlich. Die singular CD3-positiven
Lymphozyten sind deshalb am ehesten als vereinzelte Vertreter der CD4-
positive T-Helferzellpopulation zu werten, bzw. als doppelt-negative

regulatorische T-Zellen.

Die Lymphozyten waren im parenchymalen, bzw. perivaskuldaren Raum
annahernd gleich verteilt.

Anders als vermutet lie3en sich im parenchymalen und im perivaskularen Raum
annahernd gleich groRe Lymphozytenpopulationen nachweisen. Dieses
Ergebnis kann einerseits als Argument flr eine gute Fortbewegungsfahigkeit
der Lymphozyten gedeutet werden (nach Ubertritt aus dem GefaR ins
Ruckenmarksgewebe), andererseits konnen die perivaskularen Lymphozyten
auch eine spezifische Gruppe bilden, die nur teilweise mit den
intraparenchymalen Lymphozyten zusammenhangt. Beispielsweise wurde bei
den perivaskularen Lymphozyten ein héherer Anteil von CD3-positiven Zellen
beobachtet als bei den intraparenchymalen (was naturlich eventuell auch mit
einer geringeren Anfarbbarkeit des CD3-MolekUs erklarbar ware, welches sich

im Gewebe schlechter vom Hintergrund abhebt).

Ahnliche Verteilung von Lymphozyten in grauer und weifker Substanz.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Bradl et al. (2005) am Ruckenmark der
Ratte zeigte sich im menschlichen Rickenmark keine erhdhte Konzentration
von Lymphozyten in der grauen Substanz. Absolut gesehen zeigte sich eine
leicht reduzierte Anzahl von Lymphozyten in der grauen Substanz. Der hier
beobachtete Unterschied zwischen grauer und weil3er Substanz beruht aber am
ehesten auf der unterschiedlichen Grol3e der grauen und weillen Flache. Je
nach Hohe zeigt sich ein unterschiedliches Verhaltnis von grauer zu weil3er
Substanz — Uber alle HOhen betrachtet erscheint jedoch das Verhaltnis von

beobachteten Zellen in weiller zu grauer Substanz von ca. 4:1 als annahernd
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mit den Flachenverhaltnissen vereinbar. Eine lymphozytare Uberwachung

erfolgt also in beiden Kompartimenten.

Bezlglich der Neuroachse zeigte sich kaudalwarts eine leicht abnehmende
Lymphozytenzahl.

Wie Hickey bereits im Jahr 2001 feststellte ist der T-Zell-Ubertritt ins
Ruckenmark hoher als ins Cerebrum (Hickey, 2001). Bei den hiesigen
Untersuchungen zeigte sich mit zunehmender Entfernung vom Grof3hirn jedoch
eine Abnahme der Lymphozytenanzahl, die sich in Anbetracht der relativ
grolen Flache im Bereich der lumbosakralen Intumeszenz nicht allein Uber
Flachenunterschiede erklaren lasst. Bei den Tierversuchen von Bradl et al. an
der Ratte (2005) zeigte sich die Lymphozytenanzahl unabhangig von der Lage

bezlglich der Neuroachse.
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4.2. Weiterfuhrende Fragen

Die gewonnenen Ergebnisse konnten zeigen, dass in normalem menschlichem
Ruckenmark regular eine geringe Anzahl von Lymphozyten gefunden werden
kann. Die gewonnen Erkenntnisse werfen aber auch einige weitere Frage auf,

die im Folgenden besprochen werden sollen.

Die augenscheinliche Anwesenheit von CD3-negativen/CD8-
positiven/Granzym-negativen Zellen sollte weiter abgeklart werden. Liegt hier
ein  NK-Zell-Typ oder ein anderer Zelltyp vor? Wie ist das weitere

Expressionsmuster dieser Zellen? Wie haufig ist dieser Zelltyp?

Weiterhin bleibt offen, wie und warum es zu einer Anhaufung von CD8-positiven
Lymphozyten kommt. Kann das CD8-Molekll eine erleichterte Transmigration
oder Apoptosehemmung bewirken? Halten sich die CD8-Lymphozyten langerer

im ZNS-Gewebe auf?

Die Anwesenheit von CD3-positiven/CD8-positiven/Granzym-negativen Zellen
legt eine suppressorische Funktion oder eine Gedachtnisfunktion nahe. Konnen
diese Funktionen belegt werden? Was sind die genauen Funktionen dieser
Zellen im speziellen Umfeld des ZNS? Konnen sie eventuell eine Rolle in der
Aufrechterhaltung des Immunprivilegs oder in der Pathogenese der Multiplen

Sklerose spielen?

Bedeutet die Abwesenheit von CD25, dass vor allem ruhende Lymphozyten im
ZNS-Gewebe verweilen? Sind die langjahrigen Erkenntnisse, dass nur
aktivierte Lymphozyten die BBB Uberqueren konnen, mit diesen Ergebnissen

vereinbar?
Haben die interindividuellen Unterschiede eine pathogenetische Relevanz?

Lasst sich die Lymphozytenanzahl im ZNS-Gewebe mit der

Blutlymphozytenzahl oder den Werten im CSF korrelieren? Lassen sich
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Unterschiede an der Blut-Hirn-Schranke der verschiedenen Patienten finden?
Wie flhren die Faktoren erhdhtes Alter und die Anwesenheit von entzindlichen
Allgemeinerkrankungen zu erhohten Lymphozytenzahlen im Ruckenmark?
Konnen die Zahlen mit anderen Faktoren, beispielsweise der Anamnese von
infektiosen ZNS-Erkrankungen (einschlieldlich neurotropher Viren, z.B. Ebstein

Barr Virus) einhergehen?

Wie ist das Verhalten der Lymphozyten nach Eintritt ins ZNS-Gewebe? Da
keine perivaskulare Anhaufung beobachtet werden konnte, spricht das flur eine
vorhandene gute Mobilitat der Lymphozyten im Rickenmarksgewebe? Wie

lange halten sich die Lymphozyten im Ruckenmark auf?

4.3. Lymphozyten als Induktoren des Immunprivilegs?

Wie bereits ausfuhrlich dargestellt wurde, herrscht bekannterweise im
menschlichen ZNS ein Zustand reduzierter Immunitat, der im Allgemeinen als
Immunprivileg bezeichnet wird. Viele Faktoren spielen nachgewiesener Malen
eine Rolle in der Induktion und Aufrechterhaltung des Immunprivilegs, unter
anderem sind hier die Blut-Hirn-Schranke, der fehlende zellulare Abfluss via

das Lymphsystem und das Fehlen von professionalen APCs zu nennen.

Die reduzierte  Anwesenheit von Lymphozyten im ZNS- und
Ruckenmarksparenchym wurde bisher haufig im Zusammenhang mit der
Schutzfunktion des Immunprivilegs vor Entziindung gesehen. Dieser Aspekt ist
sicherlich richtig, dennoch deuten die Spezifitat der gefundenen Lymphozyten
darauf hin, dass diese wenigen Lymphozyten zielgerichtet und mit spezifischen
notwendigen Funktionen versehen im ZNS bestimmte Aufgaben wahrnehmen.

Der Grolteil der im Ruckenmark gefundenen Zellen war CD8 und CD3 positiv,
jedoch Granzym- und Perforin negativ, was auf zwei Lymphozyten-Subtypen
passen konnte: 1. Immunsuppressorische CD8-Lymphozyten 2. CD8-

Gedachtniszellen.
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Bei fehlender Aktivitat von CD25 und Foxp3 konnten bestimmte Gruppen von
immunsuppressorischen Treg ausgeschlossen werden. Aufgrund einer grof3en
Heterogenitat innerhalb der CD3+/CD8+ Treg-Gruppe muss dennoch die
Madglichkeit einer immunsuppressorischen Auspragung dieser Zellen diskutiert

werden.

Moglicherweise sind somit die eindringenden Lymphozyten nicht als
»durchgewischte Zellen des reduzierten Arms des peripheren Immunsystems,
die auf der Suche nach ihrem Antigen durch das ZNS patrouillieren, sondern als
spezifische Zellen zu sehen, die einerseits eine wichtige Aufgabe in der
Verhinderung von Reinfektionen haben konnten (Gedachtniszellen) und
andererseits direkt zur Aufrechterhaltung und Induktion des Immunprivilegs

beitragen kdnnten (immunsuppressorische Lymphozyten).

Durch immunsuppressorische Mechanismen konnten die CD8-Lymphozyten
das immunsuppressive Mikroenvironment unterstlitzen und bei einer Infektion
zur Begrenzung der Entzindung und insgesamt zur Verhinderung von
Autoimmunitat beitragen. Die vermutete Anwesenheit von doppelt-negativen
regulatorischen Zellen spricht ebenfalls fur die Rolle von T-Zellen in der
Induktion und Aufrechterhaltung des Immunprivilegs. Doppelt negative
regulatorische T-Zellen kdnnen beispielsweise aktivierte CD8-positive
Lymphozyten apoptotisch zerstoren und somit Immunreaktionen unterbinden
(Young et al., 2003).

Far die Entstehungsprozesse neurologischer  Erkrankungen mit
inflammatorischer Genese werden Theorien diskutiert, die sich mit dem
Ungleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Komponenten
auseinandersetzen. Bei Multipler ~ Sklerose  sind madglicherweise
antiinflammatorische, T-Zellen hemmende Mechanismen defizient oder
falschlicherweise inhibiert, sodass es zu einem massiven Angriff auf zerebrales

Myelin kommen kann (Comi et al., 2006).
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44. Lymphozyten als Neuroprotektoren?

So verheerend die Folgen von Inflammation besonders in einem empfindlichen
Gewebe wie dem ZNS auch sein kénnen, die Prasenz von Lymphozyten kann
nachgewiesenermallen neben der Bekampfung des fremden Agens auch
unmittelbar positive Effekte, z.B. auf zerebrale Neurone, haben.

Bieber und Kollegen konnten einen neuroprotektiven, remyelinisierenden Effekt
von CD4- und CD8-Lymphozyten nach Lysolecithin vermitteltem Myelinverlust
bei Mausen nachweisen (Bieber et al., 2003).

Der von aktivierten B- und T-Lymphozyten produzierte neurotrophe
Gewebefaktor BDNF (brain derived neurotrophic factor) wirkt lokal auf die
Neurone in protektiver Weise, indem er posttraumatischen neuronalen Abbau
verhindert (Kerschensteiner et al., 1999).

Die zum Teil widerspruchlich wirkenden Funktionen der Lymphozyten im ZNS
sind noch bei weitem nicht vollstdndig verstanden. Eine differenzierte
Betrachtung in Gesundheit und Krankheit sowie eine weitere Spezifizierung der
gefundenen CD8-Lymphozyten konnen dazu beitragen dieses komplexe

System besser zu verstehen.
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4.5. Diskussion der aufgefallenen Einzelfille

Bei zwei Patienten fielen deutliche Besonderheiten auf, das war zum einen der
Fall ES 212/02 mit der mit Abstand hochsten Anzahl an Lymphozyten und zum
anderen der Fall ES 33/02 mit bekannter Amyotropher Lateral Sklerose (ALS).

Der Fall ES 212/02 zeigte eine starke Erhohung aller Lymphozytensubtypen,
die sich von den ubrigen Fallen abhob. Die Verteilung auf die Subpopulationen
entsprach der Ublichen Form (siehe Abbildung 21). Neuropathologisch konnten
abgesehen von einer zerebralen Mikroangiopathie und M. Alzheimer, sowie
einer Atrophie keine wegweisenden Befunde erhoben werden. Die
Todesursache war globale Herzinsuffizienz bei bekannter koronarer
Herzkrankheit. Abgesehen von einer entzindlichen Konstellation mit Fieber
unklarer Genese und Durchfall waren keine weiteren wesentlichen

Erkrankungen bekannt.
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Abbildung 21: Fall 212/02 — Verteilung der Lymphozyten auf Subtypen

Der Fall ES 33/02 zeigte bei bekannter ALS eine Anhaufung von lymphozytaren
Zellen in der Region des Vorderhorns (siehe Abbildung 22). Abgesehen von
insgesamt erhohten Lymphozytenzellzahlen fiel eine relativ groRe Anzahl von

CD20-Lymphozyten auf. Unter anderem von Engelhardt und Kollegen (1993)
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Diskussion

waren bereits T-Helfer-Zellen in der Nahe zu degenerierenden kortikospinalen
Trakten sowie zytotoxische/suppressorische T-Zellen im Gebiet des
Seitenhorns beschrieben worden (Engelhardt et al., 1993). Der Fall 33/02 zeigte
aullerdem eine stark verminderte Expression von CD3 im Vergleich zu CD8.
Der genaue Zusammenhang zwischen T-Zell-Infiltration und Pathogenese der
ALS ist nicht bekannt. Sollte sich bestatigen, dass diese Lymphozyten
hauptsachlich dem CD3-negativen/CD8-positivem Typus angehoéren, kénnte

dies zur weiteren Klarung der genauen Pathogenese beitragen.

Abbildung 22: Anhaufung von CD8-Lymphozyten bei bekannter ALS in der
Region des Vorderhorns
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4.6. Schlussfolgerungen

Aus den gewonnenen Erkenntnissen lassen sich vor dem Hintergrund des

bisherigen Forschungsstands einige mogliche Schlussfolgerungen ziehen:

1. Lymphozyten kommen regular im gesunden menschlichen Ruckenmark vor
und scheinen dort spezifischen Funktionen nachzugehen, die bis jetzt nicht
vollstandig verstanden sind und sogar widersprichlich zu sein scheinen.

Eventuell liegen verschiedene Untergruppen vor.

2. Die Dominanz der CD8-Population deutet auf einen spezifischen Blut-Hirn-

Schranken-Transportweg und/oder Uberlebensvorteil im ZNS hin.

3. CD20-Lymphozyten und CD57 scheinen nur eine untergeordnete Rolle in der

Immuniberwachung des ZNS zu spielen.

4. Die Zuordnung der CD8-Population zu einer funktionellen Gruppe war nicht
eindeutig moglich. Die durchgefuhrten Untersuchungen fuhrten jedoch zu einer
weitestgehend einheitlichen Abbildung, so dass bis jetzt davon ausgegangen
werden kann, dass die Gruppe der CD3+/CD8+ -Lymphozyten im ZNS in ihrer
weiteren Typisierung weitestgehend homogen ist. Die detektierten, bzw.
ausgeschlossenen Oberflachenproteine konnen als Hinweis auf spezielle
Untergruppen von immunsuppressorischen Zellen oder im Rahmen von
Gedachtniszellen interpretiert werden, erscheinen jedoch im GroRen und
Ganzen in ihrer  Auspragung ungewodhnlich  (in Bezug auf

Blutlymphozytentypen).

5. Die faktische Abwesenheit des Aktivierungsmarkers CD25 steht im
Widerspruch zu der Annahme, dass hauptsachlich aktivierte Lymphozyten die
Blut-Hirn-Schranke  Uberqueren konnen. Moglicherweise verlieren die
Lymphozyten dieses Oberflachenprotein im Laufe ihres Aufenthalts im ZNS

oder bisher wenig erforschte Ubertrittsmechanismen liegen vor.
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6. Die Verteilung der Lymphozyten im Gewebe scheint am ehesten zufallig
ohne Korrelation zu funktionellen Einheiten, zu grauer oder weil’er Substanz zu
sein. Mit zunehmender Entfernung vom Grol3hirn scheint jedoch eine Abnahme

der Lymphozytenkonzentration aufzutreten.

7. Ein CD3-negativer/CD8-positiver Lymphozytentyp wurde detektiert. Die
Relevanz und Funktion dieses eventuell zur NK-Zell-Gruppe gehoérenden
Lymphozyten bleibt unklar.

8. Patienten in hohem Alter mit entzundlichen Allgemeinerkrankungen zeigen
erhohte Lymphozytenzahlen. Zum besseren Verstandnis der Migration und
Funktion der im ZNS vorhandenen Lymphozyten im Gesunden - als Grundlage
und Referenz flir ZNS-Pathologien - ware wichtig herauszufinden, welche
weitere Faktoren Einfluss auf Anzahl und Funktion der Lymphozyten im ZNS

haben und wie und in welchem Ausmal} die oben genannten Faktoren wirken.

9. Die durchschnittlich gefundene Anzahl von ca. 100 Lymphozyten pro
Ruckenmarksquerschnitt kann einen ersten Referenzwert im humanen Gewebe
darstellen. Zur genaueren Beurteilbarkeit sollte in Zukunft mdoglichst grol3e

Einigkeit bezuglich der Auszahlmethoden hergestellt werden.
10. Weitere Forschung zur Klarung der offen gebliebenen Fragen und

Widerspruchlichkeiten ist notwendig zur Erforschung der Normalsituation als

auch zum besseren Verstandnis von neurologischen Pathologien.
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Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit der Anwesenheit, Haufigkeit, Verteilung und
Subtypisierung von Lymphozyten im menschlichen Riuckenmarksgewebe
(immunhistologische Beurteilung). Das Ruckenmark als Teil des Zentralen
Nervensystems ist ein immunprivilegierter Raum, der durch die Blut-Hirn-
Schranke vom restlichen Korper abgegrenzt ist. Immunprivilegierte Raume
zeichnen sich durch eine verminderte immunologische Reaktion (im Vergleich
zu anderen Organen) aus, was lange Zeit unter anderem durch die
Abwesenheit von Lymphozyten erklart wurde. Bereits Ende der 80ziger konnte
jedoch der Ubertritt von Lymphozyten durch die Blut-Hirn-Schranke gezeigt
werden (Wekerle et al.,, 1987). Die verbesserten immunhistologischen
Methoden konnten im Verlauf auch die Anwesenheit von lymphozytaren Zellen
in geringer Anzahl im ZNS nachweisen.

Bei der Untersuchung von Ruckenmarksgewebe von Ratten (Bradl et al., 2005)
fiel eine Uberraschend hohe Konzentration von Lymphozyten auf, weshalb eine
Evaluation am menschlichen Gewebe zur detaillierten Darstellung der Menge
und Verteilung sowie Proteinexpression der Lymphozyten mit dieser Arbeit
durchgefuhrt wurde. Durchschnittlich wurden ca. 100 im Gewebe liegende
Lymphozyten pro 3,5 ym dickem Ruckenmarksquerschnitt detektiert. Der
Groldteil der Lymphozyten exprimierte CD8 und scheint dem Gedachtnistyp
oder dem immunsuppressorischen Lymphozytentyp anzugehoren. Nur ein
kleiner Teil der Lymphozyten ist durch CD20 gekennzeichnet und gehodren
damit zur B-Zell-Reihe.

Die Verteilung der Lymphozyten entlang des Rlckenmarks sowie in
verschiedenen Regionen (bzw. grauer/weiller Substanz) schien am ehesten
zufallig und unabhangig von der Lage bezuglich Gefalken (perivaskulare Lage
bzw. intraparenchymatdse Lage) oder funktionellen Strukturen zu sein.

Erhéhte Lymphozytenzahlen wurden fur weibliche Personen in hohem Alter mit

entzindlichen Allgemeinerkrankungen festgestellt.
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Die Dominanz der CD8-Lymphozyten lasst auf einen spezifischen Eintritts-
und/oder Uberlebensvorteil fir CD8-Zellen im ZNS-Gewebe schlieRen. Die
genaue Funktion der CD8-Zellen im Ruckenmarksgewebe ist jedoch nach wie
vor nicht bekannt. Da jedoch CD25 als Aktivierungsmarker kaum positive
Ergebnisse zeigte, scheint der Groliteil der CD8-Zellen nicht aktiviert zu sein.
Die festgestellte Abwesenheit von Granzym und Perforin lasst weiterhin folgern,
dass die gefundenen T-Zellen nicht aktivierten zytotoxischen T-Zellen oder NK-
Zellen entsprechen, obgleich sich ein verschwindend geringer Teil der
Lymphozyten positiv fur CD57 darstellt, einem Marker der auf Zellen der
naturlichen Killerzellpopulation zu finden ist.

Die weitere Erforschung der dominanten CD8-Population im menschlichen
Ruckenmark, die bis jetzt keiner T-Zell-Population eindeutig zugeordnet werden
konnte, kann zum besseren Verstandnis der Immuniberwachung im ZNS
entscheidend beitragen. Eine Rolle dieser CD8-Population in der Induktion und
Aufrechterhaltung des Immunprivilegs erscheint moglich.

Wie sich bereits in exemplarischen CD4-Farbungen gezeigt hatte, konnte die
Abwesenheit einer relevanten Population von CD4 Zellen im menschlichen
Ruckenmark indirekt dadurch bestatigt werden, dass der Gesamt-T-Zell-Marker
CD3 keine signifikant hoheren Zellzahlen ergab als die Auswertung der CD8

Zellen.
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Vergleich der Antikorper ES 51/03
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