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1. EINLEITUNG

1.1 VORBEMERKUNG

Das Immunsystem und das zentrale Nervensystem (ZNS) besitzen als einzige Systeme
des menschlichen Organismus die Fihigkeit zur Gedédchtnisbildung. Bis vor fiinfzehn
Jahren sah man noch eine mehr oder weniger strikte anatomische wie physiologische
Trennung beider Systeme (Barker und Billingham, 1977; Cuzner et al., 1988). Der
Begriff des Immunprivilegs wurde bereits 1948 von Peter B. Medawar eingefiihrt
(Medawar, 1948). In den vergangenen zwei Jahrzehnten vollzog sich ein
Paradigmenwechsel, der das Konzept der strengen immunologischen Isolation des
gesunden zentralen Nervensystems abloste.

Die routinemdfige lymphozytdire Immuniiberwachung des gesunden menschlichen
Gehirns stellt einen markanten Berithrungspunkt zwischen Immun- und zentralem
Nervensystem dar. Die vorliegende Arbeit mochte einen Beitrag zur nidheren
Charakterisierung dieses Phinomens beim Menschen leisten.

Hierzu bedarf es zunichst eines niheren Verstindnisses beider Systeme. Aus diesem
Grund sollen im Folgenden Teile des Immunsystems und des ZNS in einem fiir die

Fragestellung relevanten Rahmen vorgestellt werden.
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1.2 DAS IMMUNSYSTEM

1.2.1 Grundziige des Immunsystems

Alle Komponenten des Immunsystems lassen sich in einer Matrix aus zelluldren und
humoralen, sowie spezifischen und unspezifischen Anteilen einordnen (siehe Tabelle 1).
Dabei sind die Leistungen des spezifischen, adaptiven Arms des Immunsystems im
Laufe des Lebens durch Antigenkontakt erworben und erlernt, wéhrend die
unspezifische Abwehr von Geburt an in vollem Umfang einsatzbereit ist.

Sowohl B- als auch T-Lymphozyten gehoren zur spezifischen zelluldren Immunantwort

des Organismus.

Tab. 1: Die Komponenten des Immunsystems

zellular humoral
spezifisch B- und T-Lymphoyzten Antikorper
Makrophagen, dendritische | Sdure-Milieu der Haut und
unspezifisch Zellen, Granulozyten, des Magens, Lysozym,
Monozyten, NK-Zellen Komplement-System, u.v.a.

CD4-positive T-Zellen, die T-Helferzellen, werden aktiviert, indem sie das fiir sie
spezifische Antigen von einer Antigen préisentierenden Zelle (APC), z.B. von einem
gewebsstindigen Makrophagen, ablesen. Nur durch Ko-Prisentation des Antigens mit
MHC-II (beim Menschen: HLA-Molekiile) durch die APC ist die T-Helferzelle in der
Lage, das Antigen wahrzunehmen. Durch diese Interaktion kann nur der T-Zell-Klon
aktiviert werden, dessen T-Zellrezeptor (TZR) als molekulare Passform das Antigen
binden kann. Ist dies der Fall, ist es die Aufgabe der Helferzellen, zum einen durch die
Ausschiittung von Zytokinen andere T-Zellen, zum anderen durch unmittelbare Zell-
Zell-Interaktion, sogenannte T-B-Kooperation, den entsprechenden Klon der B-
Lymphozyten zu aktivieren (MacLennan, 1994). Die T-Helferzell-Reaktion ist der
entscheidende Schritt zur Mobilisation der vollen spezifischen Immunantwort des

Organismus. Wie dramatisch eine Storung an dieser Stelle sein kann, zeigt die HIV-
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Infektion, bei der die Anzahl intakter, virusfreier CD4-positiver Zellen im Laufe der
Erkrankung drastisch abfillt (Groux et al., 1992). Die Folge ist eine progrediente
Insuffizienz der adaptiven Immunkompetenz.

CD8-positive T-Zellen, zytotoxische T-Zellen (moglicherweise auch Suppressorzellen),
interagieren mit korpereigenen Zellen mittels des MHC-I-Molekiils. Ist eine
korpereigene Zelle beispielsweise mit viralen Proteinen oder Nukleinsduren infiziert,
kann sie Teile dieser via MHC-I an ihrer Oberfliche prisentieren. Der prisentierte
Komplex wird vom T-Zell-Rezeptor (TZR) in Kooperation mit dem CDS8-
Oberflachenmolekiil erkannt, wodurch zytotoxische T-Zellen das Signal erhalten, die
betroffene Zelle mithilfe lytischer Enzyme wie Perforine und zahlreicher Serin-
Esterasen (z.B. Granzym A und B) zu zerstoren (Bratke et al, 2005).

An dieser Stelle muss von natiirlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) abgegrenzt werden:
Auch NK-Zellen besitzen Rezeptoren, um mit Zielzellen zu interagieren. Hier gibt es
NK-Zell-aktivierende Rezeptoren und solche, die deren destruktiv lytische Aktivitét
hemmen, die sogenannten CD94:NKG2-Rezeptoren (natural killer cell group 2).
Letztere interagieren ebenfalls mit MHC-I-Molekiilen, jedoch — anders als bei
zytotoxischen T-Zellen — unabhdngig vom iiber MHC-I prasentierten Antigen. Erfolgt
eine zahlenméBig ausreichende Bindung iiber CD94:NKG2-Rezeptoren, bleibt die
Zielzelle unversehrt. Mangelt es dieser jedoch an MHC-I (wie es bei virusinfizierten
Zellen der Fall ist), iiberwiegen die NK-Zell-aktivierenden Signale und es wird die
Apoptose der Zielzelle induziert (Janeway et al., 2005).

Die wichtigste Funktion von B-Zellen ist die Differenzierung in Antikorper
produzierende Plasmazellen und in ruhende Gedéchtniszellen. Nach ihrer Stimulation
durch Zytokine oder durch unmittelbaren Kontakt mit einer CD4" T-Helferzelle
(MacLennan, 1994) differenzieren sich B-Zellen zu Plasmazellen und Gedéachtniszellen.
Plasmazellen sind in der Lage, grofe Mengen monoklonaler Antikorper zu produzieren.
Dabei entspricht die Antigenspezifitit des produzierten Antikorpers exakt dem
membran-gebundenen Rezeptor des B-Zell-Klons, aus dem die jeweilige Plasmazelle
entstanden ist. Gedéchtniszellen nehmen nicht an der akuten Immunreaktion teil. Sie
sistieren inaktiviert und dienen im Fall eines erneuten Kontakts mit dem Antigen als
schnell rekrutierbare Reserve, die sich zu Plasmazellen differenziert und eine schnellere,

Antikoper basierte Immunantwort bereitstellen kann.
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1.2.2 Herkunft der Lymphozyten

Lymphozyten gehoren zur Gruppe der Leukozyten. Anhand ihrer Funktion, sowie durch
Oberflachenmolekiile kann man zwischen B- und T-Lymphozyten unterscheiden. Beide
Typen entstehen aus pluripotenten, himatopoetischen Stammzellen im Knochenmark.
Aus diesen differenzieren sich Progenitorzellen fiir Lymphozyten und NK-Zellen. Der
Ort der endgiiltigen Ausdifferenzierung zur immunkompetenten Zelle ist fiir B- und T-
Zellen unterschiedlich. Wihrend B-Zellen ihr spezifisches Oberflichenmolekiil- und
Rezeptormuster (und damit ihre funktionellen Eigenschaften) im Knochenmark erhilt,
muss die unreife, immuninkompetente T-Zelle in den Thymus auswandern. Dort erfolgt
die Differenzierung in entweder CD4" T-Helferzellen oder CD8", zytotoxische T-
Zellen. Desweiteren erfihrt sie zwei Selektionsmechanismen (positiv und negativ), bei
denen die Funktionalitdt des TZR hinsichtlich Immunkompetenz (Erkennung von iiber
MHC-Molekiile prisentierten Fremdproteinen) und Immuntoleranz (Erkennung und
Tolerierung von korpereigenen Proteinen) gepriift wird (Robey und Fowlkes, 1994;
Chan et al., 1998). Erst im Anschluss daran handelt es sich um immunkompetente,
naive (noch nicht mit Antigenen in Kontakt gekommene) T-Lymphozyten (Viret und
Janeway, 1999; Huseby et al., 2005).

Jeder Lymphozyt (sowohl B als auch T) besitzt einen spezifischen Antigenrezeptor auf
seiner Oberfliche. Bei B-Lymphozyten entspricht dieser der Membran gebundenen
Form des Antikorpers, welcher die B-Zelle (bzw. ihr  wichtigstes
Differenzierungsprodukt, die Plasmazelle) zu produzieren im Stande ist. T-Zellen bilden
den Antigen spezifischen TZR aus, der von seinem molekularen Aufbau, wie von seiner

Funktionalitit strikt vom Oberfldchenrezeptor der B-Zellen zu trennen ist.

1.2.3  Morphologie der Lymphozyten

Inaktivierte bzw. naive Lymphozyten sind kleine, rundliche Zellen mit wenig
Zytoplasma und einem chromatindichten Kern, der das kaum Organellen enthaltende
Zytoplasma fast vollig ausfiillt. Durch Antigenkontakt oder durch Zytokin vermittelte

Signale anderer Immunzellen erfolgt ihre Aktivierung. Dies hat im Vergleich zur
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inaktivierten Form eine Groflenzunahme und damit eine Verschiebung der Kern-
Plasma-Relation zugunsten des Zytoplasmas, sowie eine Dekondensation des
Chromatins und damit eine lichtmikroskopische Auflockerung der Kernbinnenstruktur

zur Folge (Janeway et al., 2005).

1.2.4 Mechanismen der leukozytdren Extravasation: Homing

Im Lauf einer immunologischen Reaktion bedarf es mehrfachen Kontakt zwischen
Immunzellen und dem Antigen. Dazu gehort auch die eigentliche Elimination des
Antigens. Diese Kontakte spielen sich meistens nicht intravasal, sondern im Parenchym
solider Organe ab. Zu diesem Zweck miissen Immunzellen das Gefasystem verlassen
und das vaskuldre Endothel penetrieren konnen, um — zum einen — an ,,dahinter*
gelegene Antigene zu gelangen und - zum anderen — um, im Falle der
Immuniiberwachung, das zu iiberwachende Terrain zu erreichen. Diesen Prozess nennt
man allgemein Extravasation, bzw. im speziellen Fall der Lymphozyten: Homing.
Dieser Begriff steht nicht nur fiir die zielgerichtete lymphozytire Extravasation in
parenchymatdse Organe, sondern auch fiir die in Lymphknoten {iber hochendotheliale
Venolen (z. B. in von Andrian und M'Rini, 1998).

Im Folgenden sollen die zwei Mechanismen erldutert werden, die nach heutiger

Lehrmeinung die Extravasation von Immunzellen bewerkstelligen:

a) Diapedese

Sie beschreibt die parazellulire Route der Immunzellen und wird in vier Phasen
eingeteilt: (1) Bindung und Rolling, (2) Aktivierung, (3) Adhédsion und letztlich die
eigentliche (4) Diapedese, d.h. das Durchdringen der Endothelzellschicht (Piccio et al,
2002).

Phase 1 stellt den initialen Kontakt eines im GefdBsystem zirkulierenden Lymphoyten
dar. Dabei interagieren lymphozytire Selektine mit endothelstindigen Adressin-
Molekiilen, was den Prozess des Abrollens auf der Endotheloberfliche (rolling) zur

Folge hat. Letzteres wird maB3geblich durch alpha-4-Integrin der Lymphozyten erreicht,
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was Untersuchungen mit monoklonalen Antikdrpern gegen alpha-4-Integrin zeigen
konnten (Johnston et al., 2000).

In (2) erfolgt die Aktivierung des an der Lymphozytenoberfliche exprimierten
Leukocyte function-associated antigen-1 (LFA-1) sowie von Very-late-antigen-4 (VLA-
4) via von Endothelzellen dargebotener Chemokine (Ransohoff et al., 2003). Dies ist ein
essentieller Schritt, um die in (3) folgende Adhésion, also die feste Bindung des
Lymphozyten an die Endothelzelle, zu ermoglichen. Dabei bindet das endotheliale
ICAM-1 an das lymphozytidre LFA-1 und — parallel dazu — VCAM-1 an VLA-4. Somit
ist das Abrollen abgeschlossen und der Lymphozyt fest an das Endothel gebunden. Es
konnte mehrfach gezeigt werden, dass die funktionelle Bedeutung der Bindungspaare
ICAM-1/LFA-1 und VCAM-1/VLA-4 vom Aktivierungszustand des Lymphozyten und
der Endothelzellen abhéngig ist und dass monoklonale Antikdrper gegen jedes einzelne
dieser Molekiile die lymphozytire Extravasationsrate im EAE-Modell (experimentelle
Autoimmunenzephalitis, das Tiermodell der beim Menschen bekannten Multiplen
Sklerose) deutlich zu reduzieren vermag (Oppenheimer-Marks et al., 1991; Johnston et
al., 2000; Piccio et al., 2002).

Auf diese Weise fest verankert, vermag sich der Lymphozyt in den Interzellularspalt
zweier GefidBendothelzellen zu erstrecken und schlieBlich das Blutgefil zu verlassen

(4). Diesen letzten Schritt zeigt das elektronenmikroskopische Bild in Abbildung 1.

Abb.1: Diapedese

Eine Immunzelle (IZ)
verldsst das Lumen eines
BlutgefidBes (G) durch den
Interzelluldrspalt  zweier
Endothelzellen (Schritt 4
der Diapedese).

(Wekerle et al., 1986)
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b) Emperipolesis

Bereits in den frithen Jahren der Elektronenmikroskopie taten sich Indizien fiir einen
alternativen Mechanismus, mithilfe dessen zirkulierende Immunzellen das Gefdsystem
verlassen konnten, auf. Mehrere Untersucher widmeten sich dem inflammatorisch
veranderten Endothel von GefidBen. Dabei stellten sie fest, dass trotz erhohter
Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke (BBB, aus dem Englischen fiir blood brain
barrier) und stattfindender Leukozytenextravasation die vaskulidre endotheliale Barriere
keinen morphologischen Verdnderungen unterworfen zu sein schien (Engelhardt und
Wolburg, 2004). Wenngleich dies durch moderne molekulare Analysen nicht mehr
vollig haltbar ist (siehe Kapitel 1.2.5), so waren diese Beobachtungen dennoch der Stein
des Anstofles, weitere Extravasationsmechnismen zu diskutieren.

Heute sind die Untersuchungen von Wolburg und Engelhardt maf3gebend fiir den
Prozess der Emperipolesis, der — im Gegensatz zur Diapedese — eine transzellulire
Extravasationsroute fiir Lymphozyten beschreibt (gr. em: innerhalb; peripdl€sis: das

Umbhergehen, Umgehen [Das GroB3e Fremdworterbuch, Dudenverlag 2003]).

i3< Die elektronenmikrosko-
. pische  Aufnahme  einer
Endothelzelle (E), die eine
mononukledre Zelle (M) in
einer Transmigrationsvakuole
durchschleust.

TJs in der Nachbarschaft
bleiben dabei intakt (1).
(Wolburg et al., 2005)

Dabei adhirieren zirkulierende Lymphozyten in #hnlicher Weise wie unter (a)

beschrieben; jedoch mit dem Unterschied, dass nun die Endothelzelle mikrovilliartige
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Ausstiilpungen ausprigt, die den Lymphozyten umschlieBen und ihn somit innerhalb
einer , Transmigrationsvakuole® auf die abluminale Seite der Endothelzelle
durchschleusen. Dabei bleiben nachweislich tight junctions (TJs) in unmittelbarer Nédhe

des transendothelialen Vorgangs intakt (sieche auch Abbildung 2).

Dies untermauernd konnte demonstriert werden, dass der an dem transmigratorischen
Vorgang beteiligte Zellmembranausschnitt unmittelbar vor der Transmigration eine
luminale, nach abgeschlossener Durchschleusung eine abluminale Polaritit aufweist,
sodass ein tatsdchlicher rdumlicher, transzellularer Wechsel der Membraneigenschaften
von luminal nach abluminal stattgefunden haben muss. Derartige Prozesse wurden
anhand von Serienschnitten zerebraler Venolen von Maiéusen mit EAE

elektronenmikroskopisch beobachtet (Wolburg et al., 2005).

Es soll hier ausdriicklich keine apodiktische Trennung zwischen Diapedese und
Emperipolesis vorgenommen werden. Weder die beiden Modelle noch die jeweiligen
Autoren erheben den Anspruch auf alleinige Giiltigkeit. Beide Mechanismen existieren
parallel nebeneinander. Dennoch sind bis jetzt die Faktoren, welche die ,,Entscheidung*
eines Lymphozyten beeinflussen, die para- oder transzelluldre Route zu wihlen, nicht

bekannt.

Unabhédngig vom Mechanismus ist die Extravasation in das Hirnparenchym in erster
Linie vom Aktivierungszustand des Lymphozyten abhingig und, interessanterweise,
von seiner Antigenspezifitit unabhingig. Wegweisende Experimente von William F.
Hickey wiesen dies eindriicklich nach: Er injizierte Lewis-Ratten vier verschiedene
Typen von T-Lymphozyten und beobachtete immunhistochemisch ihre jeweilige
Verteilung im ZNS. Zu diesen Typen zéhlten T-Zellen gegen Myelin basisches Protein
(MBP, also ein im ZNS vorhandenes Antigen), T-Zellen gegen Histonproteine des
Kalbs (ein fiir Ratten irrelevantes Antigen), unselektierte T-Zellen aus aktivierten
Lymphknoten und Milz (also T-Zellen gegen eine groitmogliche Bandbreite an
Antigenen) und schlieBlich nicht aktivierte, ruhende T-Zellen. Die Ergebnisse zeigten,
dass auBler den nicht aktivierten, ruhenden T-Zellen alle T-Zell-Typen im ZNS in

groBen Mengen nachweisbar waren und dass nur die gegen das im ZNS auftretende
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MBP gerichteten Immunzellen dort auch ldnger verweilten und dieses nicht nach

einigen Stunden wieder verlieBen (Hickey et al, 1991).

Fakt bleibt, dass Lymphozyten das ZNS-Parenchym erreichen, unabhingig davon, ob
sie durch ein Antigen direkt stimuliert und auf der Suche nach demselben sind, oder ob
sie im Sinne der in dieser Arbeit zur Sprache kommenden Immuniiberwachung

unterwegs sind.

1.2.5 Lymphozytire Wege in das ZNS

In 1.2.4 wurden die molekularen Mechanismen, die zur lymphozytiren Extravasation
notwendig sind, beschrieben. Im Folgenden soll das Augenmerk nun auf die
,Marschrouten®, die von Lymphozyten auf ihrem Weg in das ZNS eingeschlagen

werden, gerichtet werden.

a) Uber Zirkumventrikulire Organe (CVO) und Plexus choroideus

Nach dem bisher Gesagten, erscheint es einleuchtend, dass ein Lymphozyt bei jedem
parazellulirem Migrationsprozess die interendothelialen TJs iiberwinden muss.
Aufgrund ihrer anatomischen Besonderheiten (siehe Kapitel 1.4.1), sowie einer
speziellen BBB-Konfiguration, die mehr den unmittelbaren Kontakt mit dem Blutmilieu
als die protektive Abschirmung vorsieht, d.h. faktisch eine drastisch reduzierte
Ausbildung interendothelialer TJs aufweist, scheinen die CVO, ebenso wie der Plexus
choroideus duBerst geeignete Eintrittspforten in das ZNS fiir Immunzellen zu sein.

Wihrend EAE bei Miusen ist im Plexus choroideus immunhistochemisch eine deutlich
hohere Expression von ICAM-1, VCAM-1 und anderen Adhésionsmolekiilen
festzustellen (Steffen et al. 1996; Engelhardt et al., 2001). Folgerichtig konnten im
Tiermodell unter EAE in CVO und Plexus eine extrem hohe Dichte an Immunzellen
gefunden werden, was diese Regionen als mogliche Eintrittspforten fiir Inmunzellen in

das ZNS ins Spiel bringt (Schulz und Engelhardt, 2005).
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b) Uber parenchymale Hirngefife

Auch an den Stellen im zerebralen GefdBsystem, an denen die BBB in maximaler Form
ausgepriagt ist, konnen Lymphozyten das Endothel via postkapillire Venolen
penetrieren und das dahinter gelegene ZNS erreichen. Dabei muss gezwungenermalien
die BBB iiberwunden werden. Je nach dem, welchen der beiden in 1.2.4 erwihnten
Extravasationsmechanismen man diskutiert, nimmt dieses Uberwinden unterschiedliche
Gestalt an. Die Diapedese wiirde ein kurzzeitiges Auflosen der interendothelialen TJs
forden, damit ein parazellulirer Weg moglich werden konnte. Angesichts der vitalen
Funktionen der TJs und deren Bedeutung fiir die BBB ein nicht ganz ungefihrliches
Unterfangen! Das Konzept der Emperipolesis umgeht dies elegant, indem die

Endothelzelle selbst zum Transportsystem fiir Inmunzellen wird.

¢) Uber den Subarachnoidalraum

Kerfoot und Kubes beobachteten mithilfe intravitaler Mikroskopie an Méusen mit
induzierter EAE das lymphozytire Abrollen an Kapillaren an der Oberfliche der Pia
mater (Kerfoot und Kubes, 2002). Hier ist die Vorstellung, dass Immunzellen das
GefiBsystem im Bereich der Leptomeningen verlassen und so den Subarachnoidalraum
erreichen. Damit im Liquorsystem angekommen, konnen sie praktisch jedes ZNS-Areal
erreichen. Durch Kontakt mit im Liquorraum befindlichen antigenprédsentierenden
Zellen der monozytidren/myeloischen Zellreihe oder mit perivaskuldren Zellen der
Virchow-Robin-Ridume (die ja in direktem Kontakt zum Subarachnoidalraum stehen)
erhalten die Zellen das Signal, in das ZNS-Parenchym einzudringen, womit

gewissermallen ein Homing gewihrleistet wird.

1.2.6 Das Konzept der Immuniiberwachung

Das Gehirn wurde jahrelang als immunologisch isoliert angesehen (Medawar, 1948;

Barker und Billingham, 1977; Cuzner et al., 1988). Dahinter verbarg sich die Annahme,
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dass Immunzellen keinen Zugang zum gesunden, weder traumatisch, infektios noch
neoplastisch verdnderten Gehirn hitten. Bis in die 90er Jahre noch galt es bei vielen
Autoren als wissenschaftlich akzeptierte Tatsache, dass es ,keine immunologische
Routineiiberwachung des gesunden Gehirns* gebe (aus Hickey et al., 1991). Tatséichlich
ist das lymphozytire Vorkommen im gesunden ZNS-Parenchym zahlenméfig nicht mit
dem bei Inflammation zu vergleichen (Hickey, 2001). Ebenso sind Adhdsionsmolekiile
wie ICAM-1 oder VCAM-1, die oben als conditio sine qua non der lymphozytiren
Migration in das ZNS-Parenchym vorgestellt wurden, im gesunden Gehirn deutlich
weniger exprimiert als im inflammatorischen (Engelhardt et al., 2001; Wolburg et al.,
1999). Aber sie sind exprimiert und damit als mogliche Eintrittspforten fiir
patrouillierende Lymphozyten nicht zu ignorieren.

Zehn Jahre spiter hatten sich die Ansichten diametral gedndert. Spitestens seit den oben
dargelegten Untersuchungen von Hickey ist das Konzept der routinemifligen
immunologischen Uberwachung des ZNS nicht mehr von der Hand zu weisen. Hickey
lehrte uns (entgegen seiner urspriinglichen Ansichten), dass aktivierte Lymphozyten
grundsitzlich Zugang zum ZNS erhalten. Dabei spielt es keine Rolle, ob das Zielantigen
dieser Immunzellen im ZNS ortstindig ist. Ja sogar Lymphozyten mit artfremder
Antigenspezifitit passieren die Barrieren auf dem Weg in das Gehirn (Wekerle et al.,
1991). Ganz im Sinne des Bildes des lymphozytiren Patrouillierens verlassen die
Zellen, die ihr Antigen im ZNS nicht finden konnten, nach einigen Stunden dieses
wieder (Hickey et al., 1991).

Aber der Aktivierungsstatus der Immunzellen ist nicht die einzige Determinante fiir die
Immuniiberwachung. Das Gehirn selbst ist in der Lage, mithilfe regulierender Zytokine
wie TGF-B, den Grad der Immuniiberwachung zu steuern. Dies gelingt, da TGF-p die
Proliferation von ins ZNS eindringenden Lymphozyten inhibiert und die Produktion von
attraktiv wirkenden Chemokinen durch Astrozyten reduziert (Taylor und Streilein,
1996).

Dariiber hinaus hat die Prisenz von Immunzellen im ZNS protektiven Charakter:

Dies wurde zum einen von Kwok et al. anhand von peritoneal induzierter Listeriose
gezeigt. Auch hier erschienen Listerien-spezifische T-Zellen im ZNS, obwohl dieses nie
an der Infektion beteiligt war. Bei einer Reinfektion mit demselben Erreger wurde eine

rasche Aktivierung der das ZNS iiberwachenden T-Zellen beobachtet, die in der Lage



2. MATERIAL UND METHODEN Seite 16

waren, eine zerebrale Listeriose zu verhindern (Kwok et al., 2002). Diese
Untersuchungen  unterstreichen  den  pridventiv-protektiven  Charakter  der
Immuniiberwachung.

Zum anderen wurde 1999 erstmals von der Gruppe um Kerschensteiner in vitro
demonstriert, dass aktivierte humane T-Zellen den Faktor BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), der neuroprotektive Effekte wéihrend Inflammation und
Neurodegeneration besitzt, sezernieren (Kerschensteiner et al., 1999). BDNF wird
gewohnlich von zerebralen Neuronen selbst ausgeschiittet. Die Erkenntnis, dass
Immunzellen ebenfalls BDNF produzieren, wirft ein neues Licht auf die
Immuniiberwachung im Sinne einer konstitutiven Uberwachung und Wartung zerebraler
Neurone. Heute ist BDNF weiterhin Gegenstand der Forschung, da sein Potenzial zur
Therapie neuroinflammatorischer und —degenerativer Erkrankungen ldngst erkannt
wurde. Aktuelle Bemiithungen gehen dahin, Th1- und Th2-Zellen zu stimulieren, sodass
sie hohe Mengen an BDNF sezernieren, um so die zerstorerischen Auswirkungen der

Inflammation bei Multipler Sklerose zu dimmen (Ziemssen et al., 2005).
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1.3 DIE BLUT-HIRN-SCHRANKE

1.3.1 Die Anfinge

Der menschliche Organismus besitzt — gleichsam wie zahllose Wirbeltiere — eine
Einrichtung, die das parenchymale Milieu des ZNS von dem der hirnversorgenden
Blutwege trennt und somit zerebrale Neurone vor Xenobiotika und mikrobiellen
Invasoren schiitzt: die sogenannte Blut-Hirn-Schranke (BBB). Dieser zunichst sehr weit
gefasste und unscharf begrenzte Begriff diente Jahrzehnte lang als Siegel fiir die
anerkannte Tatsache, das Gehirn sei von kontinuierlichen stofflichen und zelluldren
Austauschvorgiingen regelrecht abgeschottet. Bereits im Jahre 1885 wies Paul Ehrlich
einen besonderen Schrankenmechanismus zwischen Blutbahn und Hirnparenchym nach:
Er stellte fest, dass sich das Gehirn nach Injektion verschiedener Farbstoffe in die
Blutbahn von Miusen nicht anfirbte, wogegen die iibrigen Gewebe des Korpers den
applizierten Farbstoff aufnahmen (z. B. Ehrlich, 1885).

Erst in den sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts gelang es Reese et al. (1967) und
wenig  spidter Brightman und Reese (1969) dank der Entwicklung
elektronenmikroskopischer Verfahren, durch die Meerrettich-Peroxydase-Tracer
Untersuchungen moéglich wurden, ein erster struktureller Nachweis der BBB in Form
von interendothelialen Adhisionsstrukturen, die nachweislich den sich zwischen
Blutgefiflendothelzellen ergebenden Interzellularspalt mechanisch abdichteten. Diese
bereits von Farquhar und Palade 1963 an zahlreichen Hohlorganen und
Driisenausfithrungsgingen von Ratten und Schweinen nachgewiesenen tight junctions
(TJs) als Teil eines der luminalen Zellseite zugewandten Haftkomplexes galt von
diesem Zeitpunkt an als das anatomische Korrelat der BBB.

Dariiber hinaus zeigten Reese et al., sowie Brightman und Reese, dass zerebrale
Endothelzellen eine duBerst geringe Rate transzytotischer Aktivitdt aufweisen, was eine
weitere MalBlnahme zur kompartimentalen Trennung darstellt (Reese et al., 1967;
Brightman und Reese, 1969).

Heutzutage ist die molekulare Struktur von TJs bis zu einem gewissen Grad aufgeklart
(siehe Kapitel 1.3.4). Thre Anwesenheit ist von essentieller Bedeutung, das ZNS-

Kompartiment zur Blutseite hin abzudichten:
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Medawar, sowie spiter Barker und Billingham wiesen daraufhin, dass zelluldre
Blutbestandteile (v.a. im Hinblick auf Immunzellen) von der Passage in das ZNS
ausgeschlossen seien und formulierten so das Konzept des ,,privilegierten Immunstatus
des Gehirns (Medawar, 1948; Barker und Billingham, 1977), ein Konzept, das in dieser
Arbeit weiter diskutiert werden soll.

Bundgaard (1982) zeigte, dass interendotheliale TJs des Frosches sogar Lanthanum-
Ionen an der parazelluldren Passage aus den Gefédlen hindern.

Crone und Olesen (1982) demonstrierten mit ihren Bestimmungen des elektrischen
Widerstands entlang des intrazerebralen Kapillarendothels von Froschen, dass der
eigentliche Sitz der BBB — eine bis dahin viel diskutierte Frage — das Gefidf3endothel
(also der Sitz der TJs) selbst ist. So riickt die Endothelzelle zerebraler Gefille ins
Zentrum der anatomischen und anatomisch-funktionellen Betrachtungen zur BBB

(Rohen und Liitjen-Drecoll, 2006).

1.3.2 Schranke oder Schleuse?

Ausgehend von den Untersuchungen von Cserr und Bundgaard (1984), sowie Banks
und Kastin (1985) galt der Grad der Lipophilie eines Molekiils als die mit Abstand
wichtigste Determinante fiir das Passieren der Blut-Hirn-Schranke.

In den vergangenen fiinfzehn Jahren wurden Stimmen, die das Dogma der strikten
kompartimentalen Trennung von ZNS und hidmatogener Versorgungswege sachte in
Frage zu stellen begannen, zusehends lauter. So wie die protektive Notwendigkeit eines
auf TJs fuBenden Schutzwalls des ZNS anerkannt wurde, wuchs gleichermallen die
Annahme, Lipophilie konne nicht der einzige Passierschein in das ZNS sein.
Beobachtungen zeigten, dass stark hydrophile Molekiile wie manche Aminosiduren und
Nukleoside fiir den Aufbau essentieller Substanzen des ZNS (wie zum Beispiel
Neurotransmitter) unabdingbar sind, die das ZNS aber selber nicht herzustellen in der
Lage ist und daher ,,von auflen* importieren muss. Ebenso, dass bestimmte Elektrolyte
importiert werden miissen, um elektrische Gradienten {iber Zellmembranen
aufrechterhalten und um das richtige intra- wie extrazellulire Milieu schaffen zu

konnen. Nicht zu vergessen ist der hohe Bedarf zerebraler Neurone an Glukose, die
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ihrerseits ebenfalls von der Blutseite hinter die BBB beférdert werden muss. Fiir jeden
einzelnen der genannten Faktoren weisen die TJ ausbildenden Endothelien der
zerebralen Endstrombahn spezifische Transportproteine auf, die — asymmetrisch auf
luminaler und abluminaler Zellseite verteilt — aktiv das Ein- und Ausstromen ihrer
jeweiligen Transportmedien regulieren (Hawkins et al., 2002). Bis dato sind multiple
Transportsysteme fiir die verschiedensten Substrate gefunden und kategorisiert worden:
So konnten passive Transportkanile fiir Glutamin und Glutamat auf luminaler, Na'-
abhingige, sekundér aktive Transporter auf abluminaler Membranseite, sowie ein die
Aminosdure-Aufnahme regulierenden Gamma-Glutamyl-Zyklus von der Arbeitsgruppe
um Hawkins (2002) nachgewiesen werden. Fiir die oben erwihnte Glukose-Versorgung
des Gehirns existieren Hexose-Transportsysteme aus der SGLT- und GLUT-Familie
(Nishizaki et al., 1995). Desweiteren wurden organische Kationen-Transporter der
OCT-Familie z.B. fiir monoamine Neurotransmitter identifiziert (Busch et al., 1998; Wu
et al., 1998). Dazu passend konnten Schluesener und Meyermann bereits drei Jahre
zuvor zeigen, dass die kationischen Defensine neutrophiler Granulozyten die BBB zu
penetrieren imstande sind (Schluesener und Meyermann, 1995). Gerhart et al. wiesen
1997 Monocarboxylat-Transporter in zerebralen Endothelzellen von Ratten nach. Die
Liste kann beliebig fortgesetzt werden.

Eine weitere Facette der BBB ist ein System aus metabolisierenden Enzymen, die — von
den Endothelzellen exprimiert — sowohl endo- als auch exogene, lipophile, potenziell
toxische Substanzen in polare Metabolite umwandeln, sodass diese die BBB nicht

weiter durchdringen konnen (Review von el-Bacha und Minn, 1999).

Das Bild der BBB wird somit grundlegend verdndert: Zum ersten handelt es sich dabei
offenbar nicht um ein monomodales System, das sich einzig und allein in der Existenz
passiv wirkender TJs manifestiert. Es miissen gleichfalls weitere Funktionen der
kapilldren Endothelzellen betrachtet werden. Zum zweiten und anders als der Terminus
»Schranke* vermuten ldsst, handelt es sich — wie die ausfiihrliche Aufzihlung oben
zeigt — bei dem Komplex Blut-Hirn-Schranke dariiber hinaus um eine selektive
Transportschleuse, um eine ,,dynamische Schaltstelle* (Tsuji, 2005), die es — den
molekularen Ein- und Ausstrom in bzw. aus dem ZNS-Parenchym regulierend — erlaubt,

ein ZNS spezifisches homoostatisches Milieu aufrechtzuhalten. Zum dritten iibt die
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BBB eine aktive Schutzwirkung dem ZNS gegeniiber aus, indem sie eine Serie von
Enzymen rekrutiert, die als Biotransformations- und Entgiftungssystem fungieren und

somit einen metabolischen Schutz des Gehirns leisten (el-Bacha und Minn, 1999).

1.3.3  Anatomisch-morphologisches Korrelat der BBB

Das lichtmikroskopisch nachvollziehbare, anatomisch histologische Korrelat der BBB
stellt einen Komplex mehrer Zellen und Zelltypen dar. Dabei handelt es sich
malgeblich um Gefillendothelzellen, Astrozyten und Perizyten (Haseloff et al., 2005).
Wie bereits oben erwihnt, stellen die untereinander mit TJs verkniipften Endothelzellen
den Hauptsitz der BBB dar. Astrozyten, von denen urspriinglich angenommen wurde,
sie seien der eigentlichen Ort der BBB, bilden nun zusitzlich Fortsitze, sogenannte
EndfiiBle, aus, die die gesamte Zirkumferenz der Endothelzellen und Perizytenausldaufer

umgeben (sieche Abbildung 3).
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Somit werden Astrozyten zu den einzigen Mediatoren zwischen ZNS-Milieu und
Endothelzellen. Perizyten liegen in enger Nachbarschaft zu den Endothelzellen,
interagieren mit diesen via Endothelin-1 (Dehouck et al., 1997) und besitzen
phagozytische Eigenschaften. Thre genaue Rolle hinsichtlich Blut-Hirn-Schranken-
Bildung und -Wartung ist bisher nicht vollig aufgeklart.
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1.3.4 Molekulare Zusammensetzung der BBB

Die genaue molekulare Zusammensetzung der zur BBB beitragenden TJs ist bis heute
nicht vollstidndig aufgeklért. Zu den integralen Membranproteinen, die ausschlielich in
TJs zu finden sind, gehoren die Claudine und Occludine, wobei Letztere nicht
entscheidend fiir die Ausbildung intakter TJs sind, was an Mausen mit Nullmutationen,
(d.h., eine Mutation, die nicht zur Ablesung des korrekten Genprodukts fiihrt) im
Occludin-Gen gezeigt werden konnte (Saitou et al., 2000). Heutzutage wéchst die
Ansicht, dass das Claudin-Expressionsmuster entscheidend fiir die selektive
Permeabilitit ist und zwar in dem Sinne, dass das Vorhandensein eines bestimmten
Claudins die Permeabilitit fiir eine bestimmte Stoff- bzw. Molekiilgruppe nach sich
zieht. Wen und Kollegen zeigten eine Abhingigkeit von Claudin-5 fiir die Permeabilitét
bestimmter Ionen (Wen et al., 2004). Einer anderen Gruppe gelang es, nach isolierter,
cAMP abhingiger Herunterregulation von Claudin-5 Mannitol, das normalerweise eine
intakte BBB nicht penetrieren kann, im ZNS nachzuweisen (Soma et al., 2004).

Dariiber hinaus existieren TJ assoziierte Membranproteine aus der Familie der
Membran assoziierten Guanylatkinase (MAGUK) wie zum Beispiel ZO-1, -2 und -3
(Review von Tsukita et al., 1999).

1.3.5 Unterschiedliche Auspriagungsmuster der BBB im Gehirn

Nicht nur ist die BBB in sich kein starres Konstrukt defensiv protektiver Systeme, auch
die Verteilung im Gehirn, respektive die Expressivitit und damit ihre Permeabilitit
variiert in bestimmten Regionen des Gehirns. Dieses Phédnomen ist zentraler
Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Paul Ehrlich bereits hat mit seinen oben
beschriebenen Firbeexperimenten feststellen konnen, dass vereinzelte Anteile des
Gehirns seine applizierten Farbstoffe aufzunehmen imstande sind (Ehrlich, 1885). Diese
Regionen werden heute in den zirkumventrikuldren Organen (CVO) zusammengefasst
(siehe dazu Kapitel 1.4). Andere Regionen, wie zum Beispiel der gesamte Neokortex (in
dieser Arbeit durch den visuellen Kortex reprisentiert), blieben frei von Farbstoff. Hier

liegt eine BBB-Konfiguration vor, die sich vornehmlich durch zahlreiche, dicht
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abschlieende TJs auszeichnet, bei denen die stoffliche Austauschrate zwischen Blut-
und ZNS-Milieu streng limitiert und reguliert ist. Dies wird durch jilingere
Untersuchungen mehrfach untermauert: Vorbrodt und Dobrogowska zeigten mit ihren
immunhistochemischen Analysen, dass TJ spezifische integrale Membranproteine wie
das oben erwihnte Claudin-5, Occludin, ZO-Proteine und andere TJ-
Adhéisionsmolekiile in kortikalen GefidBlen (und damit auch in denen des visuellen
Kortex) im sehr hohem MaBe exprimiert sind (Vorbrodt und Dobrogowska, 2004).
AuBerdem konnte Cadherin-10, ein Adhidsionsmolekiil, welches dichte Zellkontakte
vermittelt, an humanen kortikalen Mikrogefidflen in besonders hoher Dichte, an denen
der CVO jedoch fast gar nicht nachgewiesen werden (Williams et al., 2005).

Der Umkehrschluss, CVO wiirden keinerlei BBB aufweisen, ist jedoch falsch: Wie in
1.3.2 dargelegt, fuBt der Komplex, den wir heute als BBB bezeichnen, auf mehreren
Saulen. Das Fehlen von endothelialen TJs zieht nicht das Fehlen der anderen, oben
beschriebenen Komponenten der BBB nach sich. Im Gegenteil: Wie von el-Bacha und
Minn (1999) beschrieben, ist — im Vergleich zu Endothelien kortikaler Regionen — im
Bereich der CVO die Aktivitdt der Fremdstoffe metabolisierenden Enzyme um ein
Vielfaches erhoht. So, als wiirde die gesteigerte Aktivitit des Enzymsystems das

geringere Vorhandensein von endothelialen TJs kompensieren.

Auch auflerhalb der CVO existieren ZNS-Regionen, die eine besondere BBB-
Konfiguration aufzuweisen scheinen: Belova und Jonsson stellten fest, dass nach
Injektion von Trypanblau in die Blutbahn von Ratten der Farbstoff nicht nur von den
CVO, sondern gleichfalls von ventralen Anteilen der Medulla oblongata und des Pons
aufgenommen wurde, wihrend alle tibrigen ZNS-Areale frei von Farbstoff blieben
(Belova und Jonsson, 1982). Nimmt man erhohte Permeabilitit fiir 16sliche
Blutbestandteile als Mal3 fiir das Abdichtungsvermogen der lokalen BBB, so kann
anhand des oben Gesagten postuliert werden, dass die ventralen Bereiche von Medulla
oblongata und Pons eine den CVO zumindest dhnliche BBB-Konfiguration aufweisen
miissen, ein Phidnomen, das in der vorliegenden Studie im Rahmen seiner Bedeutung fiir

die Immuniiberwachung weiter untersucht werden soll (siehe auch Kapitel 4.1.2).
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Dariiber hinaus existieren nicht nur Regionen spezifische Unterschiede im
Konfigurationsmuster der BBB. Es kommt offenbar auch darauf an, welchen Abschnitt
des kapillidren GefdBsystems betrachtet wird. Bereits 1987 wiesen Rutten und Kollegen
an Rindergehirnen nach, dass verschiedene Anteile der kapilldren Endstrombahn einen
unterschiedlichen transendothelialen elektrischen Widerstand aufweisen (Rutten et al,
1987). Fiinfzehn Jahre spiter zeigte die Arbeitsgruppe um Virgintino, dass der ATP-
abhingige Transporter P-Glykoprotein, der lipophile Substanzen — vor allem
Xenobiotika — aus dem ZNS-Parenchym zur Blutseite transportiert, primir in kortikalen
Kapillaren und signifikant weniger in meningealen oder denen des Marklagers

exprimiert wird (Virgintino et al., 2002).

Folgernd kann gesagt werden, dass die BBB nicht nur ein Mehr-Komponenten-System
ist. Vielmehr scheint es mehrfach bewiesen, dass die einzelnen Komponenten in
unterschiedlich starker Auspriagung vorliegen, abhingig von der betrachteten Hirnregion
(am Beispiel CVO versus visueller Kortex) und vom jeweiligen mikroanatomischen
Teil der kapilldren Endstrombahn des Cerebrums (am Beispiel des P-Glykoprotein in
Kapillaren der Rinde und des Marklagers). Die BBB ist somit mehr als die ,,dynamische
Schaltstelle® (Tsuji, 2005), die lokal reguliert, welche Substanzen und Molekiile Zugang
zum ZNS erhalten und welche nicht. Sie selbst, genauer ihre Komponenten, unterliegen
dynamischen Aufbauprinzipien, die den Anforderungen der regionalen Hirnareale
unterworfen sind. Steht dabei die Wahrnehmung peripherer Hormonspiegel und
neuroendokrine Aktivitdt im Vordergrund (wie am Beispiel der Area postrema) sind
interendotheliale TJs herunter- und protektive Enzymsysteme hochreguliert. Gilt es,
kortikale Neurone vor Fremdeinfliissen zu schiitzen und ihnen ein adidquates Milieu zu
generieren (wie am Beispiel des visuellen Kortex), existieren vor allem dichte TJs und

ein ausgeprigtes, selektives Orchester aus aktiven und passiven Transportproteinen.

1.3.6 Modulierende Einfliisse auf die BBB

Die oben mehrfach erwdhnte Dynamik der BBB soll einen weiteren Aspekt erhalten: Es

existieren Faktoren, Zustinde und zellulire ZNS-Bestandteile, die Struktur und
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Permeabilitit der BBB beeinflussen und in vivo modifizieren.

Die beiden bedeutsamsten und klinisch relevantesten Zustandsdnderungen des ZNS sind
zweifellos die (traumatische) Verletzung des ZNS und die Inflammation (sei es als
Reaktion auf ein eingedrungenes Pathogen oder eine autoimmune Genese wie bei
Multipler Sklerose diskutiert). Wir haben die BBB als eine hoch adaptive und ebenso
variable Zugangsschleuse zum ZNS, die das fiir ZNS-Neurone notwendige Mikromilieu
reguliert, kennengelernt. Es scheint plausibel, dass sich die Anforderungen an dieses
Milieu unter den oben beschriebenen Zustandsidnderungen des ZNS gleichfalls dndern.
Im GroBteil der zu diesem Thema publizierten Untersuchungen werden als MaB fiir die
Modulation der BBB die elektronenmikroskopisch darstellbaren Anderungen in den TJ-
Komplexen, deren molekulare Zusammensetzung, die Proteindurchldssigkeit mithilfe
von Protein-Tracer-Untersuchungen, Messungen des transendothelialen Widerstands
und das Expressionsmuster von Oberflachenproteinen auf den kapillaren Endothelzellen
herangezogen.

Nach mechanischer Verletzung des Gehirns kann eine Permeabilititserhohung der
kapilldren Endothelzellen beobachtet werden (Brightman, 1989). Protein-Tracer sind
nach applizierten Gehirnldsionen in den Extrazellulirraumen der lddierten Areale
nachweisbar, wogegen in gesunden Kontrollbereichen kein nennenswertes Vorkommen
des Tracers zu verzeichnen ist (Cancilla et al., 1979; Vorbrodt et al., 1985).

Zerebrale Inflammation kann durch einen pathogenen Mikroorganismus, durch eine
autoimmune Genese oder, sekundidr, durch oben beschriebene traumatische
Verletzungen des Gehirns verursacht werden. Unter diesen Bedingungen erhalten u.a.
mononukledre Immunzellen, v.a. Lymphozyten, verstirkt Zugang zum ZNS. Dies
gelingt ma3geblich durch die von zerebralen Endothelzellen vermehrte Expression der
Adhisionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1, welche den Prozess der
Leukozytenextravasation (siehe Kapitel 1.2.4) ermoglichen. Die Arbeitsgruppe von
Eralinna wies dies immunhistochemisch an virusinfizierten Miusen nach. Gleichzeitig
beschrieben sie im Zusammenhang mit diesem inflammatorischen Prozess das Auflosen
interendothelialer TJs (Eralinna et al., 1996). Bereits zwei Jahre zuvor zeigten
Engelhardt und Mitarbeiter an Miusen, dass sogar nach lokaler Injektion abgetoteter
Pathogene eine inflammatorische ZNS-Reaktion, die sich in Hochregulation von ICAM-

I und VCAM-1 manifestiert, zu beobachten ist. Dies erfolgt zunichst uni-
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hemisphirisch, zwei Tage spiter generalisiert (Engelhardt et al., 1994). Die
inflammatorisch bedingten molekularen und strukturellen Verdnderungen der BBB sind
zentral gesteuerte Prozesse und bediirfen nicht zwingend eines anwesenden Pathogens
oder einer offensichtlichen traumatischen Lision des ZNS: Zytokin vermittelter
inflammatorischer Schmerz verursacht bereits eine vermehrte ICAM-1-Expression, wie
mittels real time-PCR gezeigt werden konnte. Dabei ist der Grad der Expression von
peripher zirkulierenden proinflammatorischen Mediatoren unabhingig (Huber et al.,
2005). Chronisch inflammatorisch bedingter Schmerz interagiert mit der
Proteinzusammensetzung der BBB bildenden TJs. Brooks und Mitarbeiter zeigten eine
hoch signifikante Abnahme von Occludin und eine massive Zunahme von Claudin-3
und -5 unter Mediator induziertem chronischen Schmerz bei Ratten (Brooks et al.,
2005).

Im Widerspruch zu Huber steht die Arbeit von Stolp, der an neonatalen Ratten zeigen
konnte, dass systemische Inflammation wihrend der ersten sechzig Tage p.n. zu einer
dauerhaft erhohten Permeabilitit der BBB im Bereich der weillen Substanz fiihrt und
damit die Suszeptibilitit fiir entziindlich demyelinisierende Prozesse erhoht (Stolp et al,
2005).

Auch die Permeabilitit reduzierende Faktoren wurden gefunden: Das von Astrozyten
gebildete src-supprimierte C-Kinase-Substrat (SSeCKS) ist in der Lage, vaskulidren
Endothelzellen in Zellkultur einen BBB-dhnlichen Phédnotyp zu verleihen, indem es die
Bildung von interendothelialen TJs fordert und die parazelluldre Permeabilitéit deutlich
herabsetzt. SSeCKS kann somit als moglicher Reifungsfaktor fiir die BBB diskutiert
werden (Lee et al., 2003).

Die Auspriagung der BBB stellt — betrachtet man das bisher Gesagte — vor allem eine
Leistung zerebraler Kapillarendothelzellen dar. Allerdings existieren zahlreiche Belege
dafiir, dass andere, parenchymale Zellen wie Neurone und vor allem Gliazellen einen
unerlisslichen Einfluss auf eine intakte BBB ausiiben. Nur ein in vitro Modell der BBB,
bei dem Endothelzellen zusammen mit Astrozyten geziichtet werden, zeigt eine mit in
vivo gemessenen Werten vergleichbare niedrige Permeabilitit fiir kleine Protein-Tracer.
Entfernt man die Astroglia aus der Kultur, erhoht sich die trans- und parazellulire

Durchléssigkeit der BBB dramatisch, wobei interessanterweise das
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Proteinexpressionsmuster der Claudine, Occludin und der ZO-Proteine keine
Verdanderungen wahrnehmen lidsst (Hamm et al, 2004).

Auch das von Astrozyten produzierte Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1),
dessen Aufgabe es ist, unter neuroinflammatorischen Bedingungen mononukleire
Immunzellen (v.a. Lymphozyten) in das ZNS-Parenchym zu dirigieren, besitzt
permeabilititserhohende Einfliisse auf die BBB. Wie sonst konnte ein Mediator, der
,hinter der BBB produziert wird, ein an in GefidBen zirkulierende Lymphozyten

gerichtetes Signal sein (Song und Pachter, 2004; Stamatovic et al. 2005)?

1.3.7 Zusammenfassung: BBB

Was mit Paul Ehrlichs Firbeexperimenten Ende des 19. Jahrhunderts und mit dem
simplen Modell des ,,Schutzwalls*“ des Gehirns begann, hat heute um ein Vielfaches an
Komplexitit gewonnen und ist zentraler Gegenstand neuroimmunologischer Forschung.
Der strukturelle und mechanistische Schliissel der BBB ist das GefidBBendothel. Das
GefiBBendothel, dessen Bedeutung fiir den gesunden und kranken Organismus die
medizinische Forschung lange unterschitzt hat. Man denke in diesem Zusammenhang
an die Genese (kardio-)vaskulédrer Erkrankungen, fiir die heute die Endothelschidigung
unbestrittener Ausgangspunkt arteriosklerotischer Prozesse und damit Verursacher der
KHK, der arteriellen Hypertonie und der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit ist.
Parallel dazu war die Entdeckung der Tatsache, dass das kapillire Gefdlendothel der
eigentliche Sitz der BBB ist, ein Meilenstein. Die Endothelzellen mit ihrer geringen
transzytotischen Aktivitdt bilden zusammen mit astrozytiren Faktoren tight junction-
Komplexe zur parazelluliren Abdichtung, Transportproteine zur selektiven Ein- und
Ausschleusung von Molekiillen und Enzymsysteme zur Metabolisierung von
Xenobiotika aus. Dariiber hinaus ist sie ein hochadaptives System, das in seiner
Auspriagung zum einen regionale (am Beispiel der CVO), zum anderen GefdBBabschnitt
spezifische Besonderheiten aufweist.

Und, schlussendlich, ist die BBB eine wichtige Kommunikationsplattform fiir
inflammatorische Prozesse, indem sie peripher zirkulierenden Immunzellen im Falle der

Neuroinflammation den Zugang zum ZNS ermdoglicht.
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Unter diesen Gesichtspunkten erscheint es duflerst nahe liegend, bei der Untersuchung
der Immuniiberwachung des gesunden ZNS die BBB als immunologisch bedeutsame
Entitdit miteinzubeziehen, sodass diese Arbeit den Grad der lymphozytiren

Immuniiberwachung an Regionen unterschiedlicher BBB-Konstitution untersucht.
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1.4 ZIRKUMVENTRIKULARE ORGANE (CVO)

Zu den CVO gehoren die Neurohypophyse, das Corpus pineale, die Eminentia mediana,
das Organum subfornicale, das Organum subcommissurale, das Organum vasculosum
laminae terminalis und die in der Medulla oblongata befindliche Area postrema, die in

dieser Arbeit ndher beleuchtet werden soll.

1.4.1 Anatomische Besonderheiten

Alle CVO treten unpaar auf und liegen entlang der Mittellinie des Gehirns orientiert in
den ependymalen Winden des dritten und vierten Ventrikels und zeigen damit eine
besonders enge anatomische Beziehung zum Ventrikelsystem des Gehirns (McKinley et
al., 2003).

Dariiber hinaus sind sie ungewohnlich dicht vaskularisiert (Gross, 1992). Dabei handelt
es sich um fenestrierte Kapillaren, sodass eine moglichst unmittelbare Kommunikation
zwischen Blutmilieu und den sekretorischen bzw. sensorischen neuronalen Zellen
bestehen kann. Mehrfach konnte der vascular endothelial growth factor (VEGF) als der
die Fenestrierung induzierender Faktor nachgewiesen werden (Roberts und Palade,
1995; Esser et al., 1998).

Entgegen hiufig anzutreffender Ansichten existieren in den CVO sehr wohl
interendotheliale  TJs.  Allerdings zeigen diese ein anderes molekulares
Expressionsmuster. Die Immunfluoreszenz-Untersuchungen des TJ assoziierten
Proteins ZO-1 (siehe Kapitel 1.3.4) zeigten bei den CVO im Vergleich zum
Hirnparenchym ein diskontinuierliches und eher punktuelles Verteilungsmuster (Petrov
et al. 1994). Allerdings konnte bereits 1978 am Rattenhirn elektronenmikroskopisch
nachgewiesen werden, dass interzelluldre TJs zwischen den Fortsidtzen spezialisierter
ependymaler Zellen, sog. Tanyzyten, sehr wohl existieren (Krisch et al., 1978), was von
Petrov spiter mittels Immunfluoreszenz bestitigt werden konnte (Petrov et al. 1994).
Dies bedeutet also, dass die CVO eng mit dem Milieu des Blutes verbunden,
gleichzeitig aber zum Neuropil des ZNS, ebenso wie zu angrenzenden Liquorrdumen

durch TJs abgedichtet sind. Hierin liegt der wesentliche morphologische Unterschied
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der CVO-BBB zu der des Kortex (und so auch zum in dieser Arbeit untersuchten
visuellen Kortex). Dort findet sich ein dichtes Netzwerk aus TJs, die die Neurone
,hinter der BBB vor den im Blut befindlichen, potenziell schiadigenden Molekiilen,
Substanzen und Mikroorganismen schiitzt. Ob die BBB Konfiguration der ventralen
Areale von Medulla oblongata und Pons (die ja dieselben Permeablititseigenschaften
fiir 16sliche Faktoren des Blutes aufweisen wie die CVO; siehe Kapitel 1.3.5)
ultrastrukturelle Verwandtschaft mit der CVO-BBB aufweist, ist bisher nicht untersucht

worden.

1.4.2 Funktion der CVO

Die in 1.4.1 erlduterten anatomischen Besonderheiten sind nachvollziehbar, wenn man
bedenkt, dass CVO neuroendokrine Funktionen wahrnehmen. Das Wissen, dass
beispielsweise die Neurohypophyse die Hormone ADH (Antidiuretisches Hormon) und
Oxytocin speichert und sezerniert, oder dass das Corpus pineale Melatonin in
zirkadianer Rhythmik absondert, hat es heutzutage in praktisch jedes anatomische
Lehrbuch geschafft. Forschungen der 80er und 90er Jahre gingen iiber das Konzept der
reinen sekretorischen Funktion weit hinaus. 1993 wiesen Johnson und Gross auf die
weitreichenden Aufgaben der CVO im Hinblick auf die Aufrechterhaltung
homoostatischer Prozesse durch die Aufnahme, Verarbeitung und Weitergabe
himatogener endokriner Signale hin und fiigten damit endgiiltig die sensorische
Komponente dem Aufgabenbereich der CVO hinzu (Johnson und Gross, 1993). Heute
zédhlen die sensorischen CVO als eine eigene Untergruppe und umfassen das Organum
vasculosum laminae terminalis, das Organum subfornicale und die Area postrema. Die
Sensorik dieser Untergruppe scheint vor allem zwei Schwerpunkte zu besitzen: zum
einen den Bereich der Kreislaufregulation, zum anderen immunologische

Komponenten.

Heutzutage  akkumulieren = Beweise fiir eine  Verbindung  systemischer

Kreislaufregulation und zentraler Steuermechanismen via zirkumventrikuldrer Organe:
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Im Organum subfornicale und im Organum vasculosum laminae terminalis wurden
Angiotensin-II- und ANP-Rezeptoren gefunden (McKinley et al., 1999). Die Gruppe
um Watanabe wies den Natriumspiegel abhiingigen Natriumkanal Na(x) in den CVO
nach (Watanabe et al., 2005). An Ratten konnte demonstriert werden, dass ein intaktes
Organum subfornicale notwendig ist, um bei dietitisch verdnderter Salzaufnahme einen
konstanten arteriellen Mitteldruck aufrechtzuerhalten (Hendel und Collister, 2005).

Es scheint, als wiirden einige der CVO vegetativen Zentren im ZNS ein Abbild der
aktuellen Kreislaufsituation vermitteln, sodass zentrale, regulative Steuermechanismen

initiiert werden konnen.

Da fiir diese Arbeit das Vorkommen von Lymphozyten in der Area postrema als Teil
der CVO eine Rolle spielt, sei nun vor allem auf die immunologischen Aspekte der
CVO hingewiesen: Dabei geht es einerseits um die Vermittlung inflammatorischer
Signale an das ZNS, andererseits um die mogliche Rolle der CVO bei zerebraler
Inflammation.

Durch direkte Stimulation via intrazerebroventrikuldrer Kaniilen mit im Blut
zirkulierenden Pyrogenen konnte dem Organum subfornicale eine Sensibilitdt fiir
Pyrogene und damit eine zentrale Rolle in der Fieberentstehung nachgewiesen werden
(Takahashi et al., 1997).

Auch fiir andere Zytokine konnten Rezeptoren in den CVO entdeckt werden: Toll-like-
Rezeptor-4 wird wihrend systemischer Inflammation hochreguliert (Chakravarty und
Herkenham, 2005). Nach Stimulation mit LPS kann in den CVO von Méiusen erhGhte
Konzentrationen des proinflammatorischen Zytokins TNF-alpha (bzw. seiner mRNA)
und wenig spiter eine erhohte Dichte von TNF-alpha-Rezeptoren beobachtet werden
(Bette et al., 2003).

All dies ldsst vermuten, dass CVO dem ZNS Informationen iiber systemische
Inflammation vermitteln, sodass dieses zentrale Mechanismen wie zum Beispiel Fieber,

Ubelkeit und Erbrechen induzieren kann.

Im Rahmen der Diskussion moglicher Zugangswege fiir Immunzellen in das ZNS (siehe
Kapitel 1.2.5) muss seit kurzem eine weitere Route in Betracht gezogen werden: Schulz

und Engelhardt konnten mit immunhistochemischen Untersuchungen an Méusen mit
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EAE zeigen, dass — im Vergleich zu gesunden Miusen — in den CVO zum einen
Adhisionsmolekiile wie ICAM-1 und VCAM-1 (siehe Kapitel 1.2.4) vermehrt
exprimiert werden und zum anderen signifikant hohere Zahlen CD45"-Lymphozyten
vorkommen. Die  Schlussfolgerung ist, dass CVO wihrend zerebraler
immunpathologischer Prozesse eine Eintrittsschleuse fiir Immunzellen in das ZNS-

Parenchym sind (Schulz und Engelhardt, 2005).

1.4.3 Die Area postrema (AP) im Besonderen

Die AP liegt im Metencephalon, genauer am Boden der Rautengrube. Sie ist eine an der
Mittellinie des Hirnstamms orientierte, bilaterale Struktur mit makroskopisch
gelatinosem Erscheinungsbild (Brizzee und Klara, 1984). Der hauptsichliche Zelltyp in
der AP sind gliale Zellen, v.a. Astrozyten. Dariiber hinaus sind kleine Neurone und
abgeflachte, auskleidende ependymale Zellen anzutreffen. Wie die anderen CVO ist
auch die AP besonders dicht vaskularisiert. Um die Gefdlle findet sich ein sinusoider
perivaskuldrer Raum.

Die AP vermittelt zentralchemosensible Brechreflexe an den Nucleus tractus solitarius
im Hirnstamm. Auch die Vermittlung von Ubelkeit durch die AP wird diskutiert;
insofern als dass Ubelkeit als eine mildere Form des Brechreizes, bzw. Brechreiz als die
ultimative Steigerung der Ubelkeit betrachtet wird. Durch Elektroablation der AP bei
Msiusen konnte eindrucksvoll demonstriert werden, welche Substanzen via AP
Brechreize auslosen konnen. Zu diesen zdhlen beispielsweise Apomorphine und das
Chemotherapeutikum Cis-Platin. Diese Reize werden iiber Rezeptoren vermittelt, derer
bis dato zahlreiche nachgewiesen werden konnten (Opiat-, GABA-, ADH-, 5-HT3-
Rezeptoren und viele andere) (Shefner et al., 1981; Pratt und Bovery, 1989; Phillips et
al., 1990). Hierin liegt gleichfalls die Grundlage fiir antiemetische Therapien, die sich
der jeweiligen Rezeptorantagonisten bedienen.

Die AP ist neuronal mit zahlreichen anderen ZNS-Regionen verkniipft. Der Nucleus
tractus solitarius im Hirnstamm wurde bereits erwédhnt. Dariiber hinaus lieBen sich
Verbindung zum limbischen System, sowie zu motorischen Kernen der Hirnnerven V,

VII und IX finden (Miller und Leslie, 1994).
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1.4.4 Zusammenfassung: CVO

Einige Autoren tauften die CVO ,Fenster des GroBhirns®“. Obwohl wir — nach dem
bisher iiber die BBB Gesagten — wissen, dass der molekulare und zellulire Austausch
des ZNS in der Vergangenheit stets unterschitzt wurde, da man lange von dem
veralteten Bild eines hinter einer undurchlidssigen BBB verbarrikadiertem GrofBhirn
ausgegangen war, ist dieser Vergleich dennoch treffend; vor allem angesichts der oben
genannten Bedeutung der sensorischen CVO fiir systemische Regulationsmechanismen

und der daraus folgenden, besonderen Ausprigung der BBB.
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1.5 ZIELE DER ARBEIT UND FRAGESTELLUNG

Der besondere, privilegierte immunologische Status des Gehirns ist bis heute anerkannt.
Allerdings ist das ZNS vom Immunsystem nicht etwa isoliert. Es wird vielmehr
kontinuierlich von patrouillierenden Lymphozyten iiberwacht, die trotz fehlender
inflammatorischer Signale Zugang zum ZNS erhalten. Dieses Konzept der
Immuniiberwachung des ZNS ist beim Menschen bisher noch wenig charakterisiert.

Die meisten Arbeiten zu diesem Thema widmen sich lymphozytdrer Aktivierung,
Antigenspezifitit oder Muster vaskulidrer Adhésionsmolekiile, die zur Extravasation der
Immunzellen benotigt werden. Dabei werden fast ausschlielich Tiermodelle
herangezogen.

In der vorliegenden Arbeit soll bei einer Population aus gesunden, menschlichen
Gehirnen untersucht werden, ob die Dichte an Lymphozyten im ZNS-Parenchym mit
der Ausprigung der Blut-Hirn-Schranke assoziiert ist. Dabei werden Regionen
unterschiedlicher BBB-Konfiguration aus Kortex und Hirnstamm immunhistochemisch
untersucht und miteinander verglichen.

Dariiber hinaus soll mithilfe molekularer Marker klassifiziert werden, welche Subtypen
an Lymphozyten vornehmlich an der Immuniiberwachung beteiligt sind. Dies soll zur
niheren Charakterisierung und zum weiteren Verstidndnis der Immuniiberwachung des

humanen ZNS beitragen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 PATIENTENDATEN

2.1.1 Definition des Normalhirns und Ausschluss pathologischer Zustinde

Fiir die vorliegende Arbeit wurde ein Kollektiv von 23 Patienten zwischen 22 und 75
Jahren aus der Normalhirnbank des Instituts fiir Hirnforschung Tiibingen ausgewihlt.
Die Patienten durften in ihrer fritheren Krankengeschichte keine neurologischen oder
neuropathologischen Auffilligkeiten aufweisen. Auch die Todesursache musste
extrazentralnervoser Natur sein.

Patienten mit zerebralen Neoplasien, behandelt oder unbehandelt, wurden von der
Studie ausgeschlossen, da bekannt ist, dass neoplastische Verianderungen hiufig mit
einer lokalen lymphozytiren Infiltration einhergehen (Morioka et al., 1992; Saitoh et al.,
1997). Selbstverstindlich wurden ebenso wenig Patienten mit Entziindungen des
Gehirns oder der Hirnhiute, seien sie infektios oder autoimmun, in die Untersuchungen
mitaufgenommen. Ebenso ausgeschlossen wurden Patienten mit zerebralen Ischamien,
Blutungen oder Degenerationen (fiir M. Alzheimer im Speziellen wird eine
inflammatorische Genese diskutiert [Shepherd et al., 2005]), da all diese Faktoren das
normal funktionierende Milieu und/oder die intakte Blut-Hirn-Schranke beeintrachtigen
und daher das lymphozytire Vorkommen im ZNS beeinflussen. Im Hinblick auf
mogliche perimortale Hypoxie wurde auch auf eine kurze Todesphase geachtet.

Auch Patienten mit Erkrankungen des Immunsystems selbst (Lymphome,
Autoimmunerkrankungen), sowie Knochenmarkstransplantierte wurden ausgeschlossen.
In den Fillen 1-20 lag desweiteren auch keine extrazentralnervose Inflammation vor,
wihrend die Fille 21-23 gezielt nach der Todesursache Sepsis ausgewihlt wurden, um
exemplarisch zu untersuchen, ob eine systemische Infektion auch Auswirkungen auf

zerebrale Lymphozytenpopulationen hat.

Um oben genannte pathologische Zustidnde sicher ausschlieBen zu konnen, bedarf es

einer Reihe immunhistochemischer Untersuchungen. Da ein GroBteil der in dieser
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Arbeit untersuchten Félle bereits Teil der Patientenpopulation der Arbeit von
Mittelbronn et al. war, wird an dieser Stelle auf die in jener Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen zum Ausschluss pathologischer Alterationen verwiesen (Mittelbronn et
al. 2001).

Dabei kamen immunhistochemische Untersuchungen ebenso wie Farbemethoden aus

dem Routinelabor des Instituts fiir Hirnforschung, Tiibingen, zum Tragen.

Die Immunhistochemie umfasste Untersuchungen mit folgenden Antikorpern:
a) PB-APP (= Beta-Amyloid-Precursor-Protein)
b) Neurofilament
¢) Tau-Protein
d) Ubiquitin

e) Ki-67 (= Kernprotein bei proliferativen Veridnderungen)

Keines dieser Proteine konnte in den Geweben der vorliegenden Patientenpopulation in
pathologischer Verteilung nachgewiesen werden, was somit keinen Anhalt fiir eine
ischdmische, traumatische, inflammatorische oder degenerative Alteration der

untersuchten Gewebe liefert.

Alle Gehirne zeigten in der neuropathologischen Beurteilung im Institut fiir
Hirnforschung der Universitdt Tiibingen keine makroskopischen oder histologischen
Verdnderungen, die auf Alterationen des Nervensystems hinweisen konnten. Leichte
priaterminale hypoxische Schadigungen wurden im Rahmen der im Verlauf des Todes
eintretenden hypoxischen Ereignisse als natiirlich auftretende Prozesse angesehen und

nicht von der Studie ausgeschlossen.
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2.1.2 Klinische Daten

Unter Beriicksichtigung der unter 2.1.1 aufgefiihrten Kriterien, konnte das folgende

Patientenkollektiv erstellt werden:

Tab. 2: Patientendaten mit Todesursache

Fall-Nr. Geschlecht Alter Todesursache
1 m 39 Hinterwandinfarkt
2 m 22 Unklar
3 m 33 Unklar
4 w 25 Ruptur Sinus-valsalvae-Aneurysma
5 w 26 Akutes Linksherzversagen
6 w 56 Aortenruptur
7 m 25 Héamorrhagischer Schock
8 w 36 Lungenembolie
9 m 54 Kardiorespiratorische Insuffizienz
10 w 75 Multiorganversagen nach hepatorenaler
Dekompensation
11 m 44 Myokardiale Ischdmie
12 m 22 Vena-Cava-Ruptur
13 m 32 Unklar
14 m 73 Lungenembolie
15 m 54 Myokardiale Ischimie
16 w 58 Aspirationspneumonie
17 w 39 Leberausfallskoma
18 w 59 Lungenembolie
19 m 25 Akute Rechtsherzinsuffizienz
20 m 59 Kardiorespiratorische Insuffizienz
21 m 68 Nierenversagen; Sepsis
22 w 45 Toxische Hepatitis; Sepsis
23 w 42 Thrombose der Aorta; Niereninfarkt; Sepsis

m = méannlich, w = weiblich




2. MATERIAL UND METHODEN Seite 37

2.2 UNTERSUCHTE HIRNREGIONEN

Um den Grad der lymphozytiren Immuniiberwachung vergleichen zu konnen, wurden
im Rahmen dieser Arbeit Regionen des ZNS unterschiedlicher BBB-Konfiguration

untersucht, die ein Kortex- und drei Hirnstammareale umfassten:

1) Visueller Kortex (VC)

2) Medulla oblongata, ventraler Anteil (vMO)

3) Medulla oblongata, dorsaler Anteil, ohne Area postrema (dMO)
4) Medulla oblongata, Area postrema (AP)

Die Unterscheidung in ventrale und dorsale MO wurde lediglich beim CD8-Antikorper
getroffen. Wenn bei den iibrigen von der Medulla oblongata die Rede ist, umfasst dies

stets ventrale und dorsale Anteile, ohne Area postrema.

Bei der Auswahl war entscheidend, dass — wie in den Kapiteln 1.3 und 1.4 ausfiihrlich
dargelegt — die BBB-Konfiguration der einzelnen der Regionen unterschiedlich ist.
Ventrale Anteile der Medulla oblongata und die Area postrema haben aufgrund ihrer
neuroendokrin sekretorischen bzw. sensorischen Funktionen molekularbiologisch eine
unterschiedliche Zusammensetzung interendothelialer TJs (siehe Kapitel 1.3.5 bzw.
1.4.1). In kortikalen Regionen dagegen ist die BBB vor allem auf Neuroprotektion und
Aufrechterhaltung des hirnspezifischen Mikromilieus abgerichtet (siehe Kapitel 1.3.5)
und damit dort stark ausgebildet.

Daher sind die genannten Regionen geeignet, eine mogliche BBB-Assoziation der

Immuniiberwachung zu untersuchen.
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2.3 HERSTELLUNG HISTOLOGISCHER PRAPARATE

Die Gehirne wurden mit 4%-igem Formalin in phosphatgepufferter Kochsalzldésung
fixiert (pH 7.4). Die entnommenen Proben wurden nach Fixierung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 70%, 80%, 96%), zweimal in einem Gemisch aus
100%-igem Alkohol und Chloroform sowie zweimal in unverdiinntem Chloroform
entwissert und in Paraffin eingebettet. AnschlieBend wurden von den Paraffinblécken
an einem Mikrotom (Microm HM 355 S, Walldorf, Germany) ca. 3,5um dicke Schnitte
gefertigt und auf Superfrost-Plus-Objekttriger (Fa. R. Langenbrinck, Labor- und
Medizintechnik, Teningen, Deutschland) aufgezogen.

Zur Vorbereitung der Schnitte fiir immunhistochemische Methoden erfolgte die
Entparaffinierung zuerst in Chloroform (3 x 10 min.), danach eine Rehydrierung in
einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 100%, 96%, 70 %, destilliertes Wasser, jeweils

5 min.).
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2.4 IMMUNHISTOCHEMIE

2.4.1 Verwendete Antikorper

Im Folgenden finden sich die in den Untersuchungen verwendeten Antikorper. Sie sind
stets jeweils gegen die unten aufgefiihrten Antigene gerichtet. Dabei wurden alle
untersuchten CD-Marker-, sowie der MHC-II-Antikorper bei sdmtlichen Hirnregionen
aller Patienten angewendet, wihrend die Antikorper gegen Granzym B und Laminin

exemplarisch bei einer Auswahl des Patientenkollektivs zum Einsatz kamen.

2.4.1.1 Antikorper gegen CD3

Das CD3-Molekiil kann auf peripheren T-Lymphozyten sowie auf Thymozyten
gefunden werden (Reinherz und Schlossman, 1980). Es ist eng mit dem T-Zell-Rezeptor
assoziiert und besitzt auf der zytoplasmatischen Seite Tyrosinkinasen, mit deren Hilfe
eine Signaltransduktion nach erfolgter Bindung zwischen Rezeptor und Antigen
stattfinden kann. (Tsoukas et al., 1985; Law et al., 2002, Janeway et al., 2005).

Der Antikorper gegen CD3 stammte aus dem Klon PS1 der Firma Novocastra

Laboratories Ltd., Newcastle upon Tyne, UK.

2.4.1.2 Antikorper gegen CD4

Zwei Dirittel aller CD4-Molekiile werden auf der T-Helferzell-Population gefunden
(Janeway et al., 2005). Der Rest ist auf Thymozyten, Monozyten und Makrophagen
exprimiert. Bei der Prisentation von Antigenen durch APCs bendtigen T-Helferzellen
das CD4-Oberflichenmolekiil, um das prisentierte Antigen ablesen zu kdnnen. Dazu
interagiert es mit dem MHC-II-Molekiil der APC.

Bei dem verwendeten Antikorper gegen CD4 handelte es sich um den Klon 4B12 der

Firma BioGenex, San Ramon, USA.

2.4.1.3 Antikorper gegen CD8
Das CD8-Oberflichenmolekiil ist auf Thymozyten, zytotoxischen T-Zellen, T-
Gedichtniszellen (Masopust et al., 2004), NK-Zellen (Janeway et al., 2005) und auf

moglicherweise vorhandenen T-Suppressorzellen (Chess und Jiang, 2004) lokalisiert. Es
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besitzt zwei Untereinheiten und liegt in einer hetero- oder homodimeren Form vor
(Zamoyska, 1994 und 1998). Seine primédre Funktion besteht darin, die Bindung
zwischen dem MHC-I-Molekiil Antigen prédsentierender Zellen und dem TZR zu
ermoglichen. Es wird daher von den meisten Autoren als Ko-Rezeptor des TZR
bezeichnet. Durch die erfolgreiche Bindung 16st das transmembrane CDS8 eine
Signaltransduktionskaskade aus, die die Aktivierung der T-Zelle, bzw. — im Fall einer
unreifen T-Zelle im Thymus — die Vermittlung essentieller Uberlebenssignale zur Folge
hat (Janeway et al., 2005). Diese Signalvermittlung findet mithilfe einer mit dem
zytoplasmatischen Teil der CD8-Kette assoziierten Tyrosin-Kinase statt (Purbhoo et al.,
2001). Auch wird seit langem vermutet, dass CDS8 die zelluldre Interaktion zwischen
Lymphozyt und APC, die notig ist, damit der TZR das Antigen erkennen kann,
assistierend unterstiitzt (Norment et al., 1988).

AuBerdem konnten Daniels und Jameson mittels monoklonaler Antikérper gegen CD8
am Tiermodell zeigen, dass eine Bindung des TZR an das mit Antigen beladene MHC-
I-Molekiil nicht erfolgen kann, wenn das CD8-Molekiil funktionsuntiichtig (weil mit
Antikorper gebunden) ist (Daniels und Jameson, 2000). Damit wurde CD8 eine aktive
Rolle nicht nur in der Signaltransduktion, sondern auch in der eigentlichen Bindung
zwischen T-Zelle und APC nachgewiesen.

Der CD8-Antikorper fiir die vorliegende Arbeit war aus dem Klon C8/144B von
DakoCytomation, Glostrup, Danemark.

2.4.1.4 Antikorper gegen CD20

CD20 findet sich bei frithen B-Vorlduferzellen und auf allen reifen B-Zellen, nicht
jedoch auf Plasmazellen (Nadler et al., 1984). Seine genaue Funktion ist noch unklar;
dem Molekiil werden jedoch Funktionen im Rahmen der Zellzykluskontrolle, B-
Zellaktivierung und -differenzierung zugeschrieben (Bubien et al., 1993).

Der Antikorper gegen CD20 entstammte dem Klon L26 der Firma DakoCytomation,

Glostrup, Ddanemark.

2.4.1.5 Antikorper gegen CD137 (4-1BB)
Das CD137-Molekiil ist ein Mitglied der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-Familie. Es
ist auf aktivierten T-Lymphozyten (Kroczek und Hamelmann, 2005) und Antigen
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priasentierenden Zellen exprimiert. CD137 besitzt moglicherweise eine tragende Rolle
bei der Interaktion zwischen APC und Lymphozyten (Lindstedt et al., 2003).
Bei dem hier verwendeten Antikorper handelte es sich um den Klon S16 der Firma

Novocastra Laboratories Ltd., Newcastle upon Tyne, UK.

2.4.1.6 Antikorper gegen MHC-II (HLA-DR; -DP; -DQ)

MHC-II steht hier représentativ fiir eine Gruppe humaner leukozytdrer Antigene, von
denen der in dieser Arbeit eingesetzte Antikorper die Subtypen DR, DP und DQ
detektiert. Das MHC-II-Molekiil ist ein af-Heterodimer, das von allen Zellen exprimiert
wird, die die Fahigkeit zur Antigenprisentation besitzen. Die prozessierten Antigene
werden iiber das MHC-II-Molekiil an der Zelloberfliche dargeboten, wodurch die
Interaktion mit T-Zellen stattfinden kann (Schwartz, 1985).

Der MHC-II-Antikorper stammte aus dem Klon CR3/43 von DakoCytomation,

Glostrup, Danemark.

2.4.1.7 Antikorper gegen Granzym B

Granzyme stellen eine Reihe von zytolytischen Enzymen, genauer Serin-Esterasen, dar,
die zellulidre Apoptose auslosen konnen und mit deren Hilfe CD8" zytotoxische T-
Zellen Virus befallene Zellen abtoten (Bratke et al, 2005). In der vorliegenden Arbeit
soll der Einsatz dieses Antikorpers der weiteren Charakterisierung der gefundenen
CD8" Lymphozyten dienen.

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

2.4.1.8 Antikorper gegen Laminin

Laminine sind die Hauptvertreter menschlicher Membranproteine. Es existieren
zahlreiche Isoformen, die gewebespezifisch im Organismus verteilt sind (Fujiwara et al.,
2001). Die Basallaminae mikrovaskulidrer Endothelzellen weisen eine hohe Dichte von
Laminin auf, welches hier mechanische Stabilitit durch interzelluldre Adhidsion bewirkt
(Kramer et al., 1984). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird der Laminin-Antikorper

genutzt, kleinste GefidBle darzustellen, um abzuschitzen, wie gro3 der Anteil
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kernhaltiger intravasaler Zellen ist, die sonst falschlicherweise als parenchymale Zellen
registriert werden wiirden.
Hier handelte es sich um einen Antikorper aus dem Klon 4C7 von DakoCytomation,

Glostrup, Danemark.

2.4.2 Begriindung der Antikdrperauswahl

Wie in 1.5 dargelegt, ist eines der Ziele dieser Arbeit, die an der Immuniiberwachung
des ZNS beteiligten Lymphozyten-Subpopulationen zu charakterisieren. Dies gelingt
am besten, wenn man zur Unterscheidung einzelner Subtypen deren charakteristisches
CD-Oberfldchenprofil heranzieht. Dabei war es in dieser Arbeit angestrebt, zwischen B-
und T-Zellen zu unterscheiden, indem nach dem fiir B-Zellen spezifischen CD20- und
dem fiir T-Zellen spezifische, mit dem TZR-assoziierten CD3-Oberflichenmolekiil
gesucht wurde.

In einem zweiten Schritt sollte nach den beiden T-Zellpopulationen, CD4- und CDS-
positive T-Lymphozyten, gefahndet werden, damit die T-Helferzellpopulation (CD4")
von der Gruppe der CD8-positiven, welche zytotoxische T-Zellen, T-Gedéchtniszellen
(Masopust et al., 2004), NK-Zellen (Janeway et al., 2005) und Suppressorzellen (Chess
und Jiang, 2004) und) umfasst, abgegrenzt werden konnte.

Da — wie oben aufgefithrt — mehrere Subtypen von CD8* Lymphozyten existieren,
wurde mithilfe des Granzym-B-Antikorpers der Anteil der zytotoxischen T-Zellen an
den gefundenen CD8-positiven ermittelt.

Mittels der MHC-II-Farbungen wurden alle Antigen présentierenden Mikroglia gefirbt.
Dies diente der Kldarung der Frage, ob die Dichte lymphozytirer Prisenz im ZNS mit
der Dichte Antigen priasentierender Zellen korreliert.

Per definitionem wurden intravasal gelegene Zellen nicht in die Auswertung mit
aufgenommen. Bei der Auswertung stellte sich heraus, dass in den immunhistochemisch
gefiarbten Geweben gerade kleine und kleinste Gefdle nicht immer mit grofter
Sicherheit identifiziert werden konnten. Aus diesem Grund wurden exemplarisch eine
Serie von Schnitten aus der Studienpopulation gegen Laminin gefdrbt, um zu ermitteln,

wie hoch der Anteil mononukleidrer Zellen in diesen Gefiaf3en war.
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2.4.3 Protokoll der Immunhistochemie

Fir alle oben genannten immunhistochemischen Firbungen war nach der in 2.3
beschriebenen Entparaffinierung und Rehydrierung eine Vorbehandlung der
Gewebeschnitte  erforderlich. Diese erfolgte durch 4 mal 5 Minuten
Mikrowellenerhitzung bei 750 W. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur wurde die
endogene Peroxidaseaktivitit mittels in reinem Methanol gelostem 3%-igem H,O,
(Wasserstoffperoxid) geblockt. Um unspezifische Bindungsstellen unwirksam zu
machen, wurden die Schnitte 15 Minuten lang mit 1:10 in TRIS-gepufferter Salzlésung
verdiinntem und Rinderserumalbumin-haltigem Standardschweineserum versetzt. Im
Anschluss daran erfolgte die Inkubation des Primérantikorpers nach der fiir den
jeweiligen Antikorper spezifischen Konzentration (siehe Tabelle 3) fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur bzw. iiber Nacht bei 4°C.

Nach einem Spiilgang in TBS-Losung erfolgte die 30-miniitige Inkubation mit dem
biotinylierten anti-Maus F(ab‘), Sekundirantikorper in einer Konzentration von 1:400.
Da alle verwendeten Priméarantikorper monoklonal waren und aus der Maus stammten,
konnte bei sdmtlichen Firbeserien der gleiche Sekundirantikorper benutzt werden. Es
wurde erneut mit TBS gespiilt, wonach die Schnitte mit Peroxidase-gekoppeltem
Avidin-Biotin-Komplex (ABC, DakoCytomation, Glostrup, Déanemark) fiir 30 Minuten
versetzt wurden. AnschlieBend wurden die spezifischen Antigen-Antikorper-Komplexe
mit 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) als Chromogen
unter Mikroskopkontrolle sichtbar gemacht. Die Entwicklungszeiten waren fiir jeden
Antikorper unterschiedlich (siehe Tabelle 3).

Die Kerngegenfiarbung wurde mit Himatoxylin, die Differenzierung mit HCl-Alkohol
und 5 Minuten Leitungswasserspiilung erreicht. Bevor die Schnitte mit Deckglidsern
versehen werden konnten, mussten alle Gewebe eine aufsteigende Alkoholreihe (70%,
90%, 2x 100%), sowie 3 mal ein 10-miniitiges Xylolbad durchlaufen.

Die Sperzifitit der Methode wurde mithilfe von Positivkontrollen (Lymphknoten und
Tonsille) iiberpriift. Zum Ausschluss unspezifischer Bindungsstellen und artifizieller
Farbesignale ersetzte bei den Negativkontrollen 100ml TBS-Losung den

Primérantikorper.
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Tab. 3: Verwendete Antikorper und ihre Eigenschaften
Antikorper Verdiinnung Spezifitit | Vorbehandlung | Entwicklungszeit
CD3 1:100 monoklonal | Mikrowelle 6’00’
CD4 gebrauchsfertig | monoklonal | Mikrowelle 7700
CD8 1:50 monoklonal | Mikrowelle 2°30”
CD20 1:200 monoklonal | Mikrowelle 4’00
CD137 1:80 monoklonal | Mikrowelle 3°00”
MHC-1I 1:50 monoklonal | Mikrowelle 2°30”
Granzym B 1:100 monoklonal | Mikrowelle 6’00
Laminin 1:40 monoklonal | Mikrowelle 1’15

2.4.4 Immunhistochemische Doppelfarbung

Bei den Doppelfarbungen glich im ersten Durchgang das Protokoll bis zur Auftragung
des Sekundirantikorpers dem der Standard-Immunhistochemie (wie unter 2.4.3
beschrieben). Anstelle der ABC-Methode wurde nun mit dem AP-Komplex (Alkalische
Phosphatase, DakoCytomation, Glostrup, Danemark) inkubiert. Entwickelt wurde mit
Fast Blue BB Salz (Sigma, Deisenhofen, Deutschland). Im folgenden, zweiten
Durchgang wurde eine Immunhistochemie nach ABC-Methode angeschlossen, ohne
jedoch die endogene Peroxidase zu blockieren. Es wurde ein zweiter monoklonaler
Antikorper aufgetragen, mit einem Sekundérantikdrper und AB-Komplex inkubiert und
schlussendlich mit DAB (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) entwickelt.

AbschlieBend wurde nicht mit Himatoxylin gegengefirbt und aufgrund der
Alkoholloslichkeit des Fast Blue-Reagenz die Gewebeschnitte nicht in der Alkoholreihe

entwissert, sondern direkt mit Inmumount (Shandon, Pittsburgh, USA) eingedeckt.
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2.5 FARBUNGEN AUS DEM ROUTINELABOR

2.5.1 Hiamatoxylin/Eosin (H.E.)-Firbung

Die H.E.-Firbung als Standard-Ubersichts- und Orientierungsfirbung kam auf dem
Gewebe der vorliegenden Arbeit zur Anwendung, um zum einen nochmals Hirngewebe
alterierende, neoplastische und infektiose Prozesse (im Rahmen der Moglichkeiten einer
H.E.-Féarbung) auszuschliefen, zum anderen um — im Falle der Medulla oblongata — die
korrekte Schnitthohe (Hohe Area postrema!) zu kontrollieren.

Hierzu wurden die entparaffinierten Schnitte eine Minute in Meyers Himalaunl6sung
und nach Leitungswasserspiilung eine weitere Minute in 0,1%-igem Erythrosin

getrinkt.

2.5.2 Kiliiver-Barrera (kombinierte Luxol Fast Blue [LFB]- und Nissl-Firbung)

Mit der LFB wurden das Myelin der Markscheiden der Nervenfasern, mit dem
Kresylviolett der Nissl-Fiarbung die Nissl-Substanz der Perikarya der Nervenfasern
detektiert. Diese Farbung kam zum Ausschluss demyelinisierender Prozesse zur
Anwendung.

Die Schnitte wurden dazu 30 Minuten lang bei 56°C im Luxol Fast Blue-Reagenz
inkubiert und anschlieBend in 96%-igem Alkohol und Natronlauge differenziert. Zur
Darstellung der Nissl-Substanz kam das Gewebe dann noch fiir 30 Sekunden mit

Kresylviolett (0,1%) in Kontakt, wonach mit Essigsdure (1%) differenziert wurde.

2.5.3 Retikulin-Versilberung nach Novotny

Die Retikulin-Versilberung dient der Darstellung retikuldrer Bindegewebsfasern. Diese

Farbung kam im Rahmen dieser Arbeit als Teil der experimentellen Doppelfarbungen

zur gleichzeitigen Darstellung von Lymphozyten und Gefi3wéinden zum Einsatz.
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Zur Herstellung einer Retikulin-Fiarbung mussten die entparaffinierten Gewebeschnitte
fiir 10 Minuten in eine 1%-ige Kaliumpermanganat-Losung, fiir 2 Minuten in 2%-ige
Oxalsdure, 10 Minuten lang in 2,5%-iges Eisenalaun und fiir 15 Minuten in
ammoniakalische  Silberlosung, gefolgt von reinem Alkohol und einer
Reduktionslosung. Zwischen diesen Schritten erfolgte jeweils eine Spiilung mit Aqua
dest. und Leitungswasser. Anschlieend musste das Gewebe 10 Minuten lang in 0,2%-
iges Goldchlorid eingetaucht werden, wonach sich erneut Oxalsdure und schlielich

5%-iges Natriumthiosulfat anschlossen (wiederum jeweils mit Zwischenspiilungen).

2.5.4 Elastica van Gieson-Féarbung (EvG)

Die EvG stellt eine Trichromfarbung dar, die elastische Fasern schwarz, kollagenes
Bindegewebe rot und das meiste sonstige Gewebe gelb zur Geltung bringt. Auch sie war

Teil der Doppelfiarbungen zur Darstellung von Gefden und Immunzellen.
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2.6 LICHTMIKROSKOPISCHE AUSZAHLUNG UND AUSWERTUNG

Die Auswertung erfolgte an einem Lichtmikroskop (Polyvar HBO 200 W/4, Fa. Leica,
Wetzlar, Deutschland) mithilfe eines Zihlokulars (Vanox AHBT3, Fa. Olympus,
Hamburg, Deutschland) bei 250-facher Vergroflerung. Bei einer realen Kantenldnge des
Zihlquadrats von 1 mm errechnete sich die Seitenldnge der Gewebefldache, die mit
einem Zihlquadrat erfasst wurde, mit 0,4 mm.

Bei den CD- und MHC-II-Antikorpern wurden fiir die Sehrinde, die ventrale und
dorsale Medulla oblongata-Areale (ohne AP) wenigstens 3 mal 20 Zihlfelder aus
unterschiedlichen Bereichen des Gewebeschnittes ausgezihlt.

Die gesamte Area postrema wurde bei allen Antikorpern mit 10 Feldern beidseits des
Sulcus medianus posterior, d.h. insgesamt 20 Zihlfeldern, abgedeckt.

Bei den Lymphozyten wurden lediglich die Signale zur Auswertung gebracht, die zum
einen einem deutlich erkennbaren Kern zugeordnet werden konnten und zum anderen
mit der bekannten lymphozytiren Morphologie (siehe Kapitel 1.2.3) in Einklang
standen. Nicht gezdhlt wurden intravasal oder leptomeningeal gelegene Lymphozyten.
Alle Lymphozyten wurden nach ihrem Verteilungsraum in perivaskulére, also solche,
die in den Virchow-Robin-Rdumen zu finden waren, und parenchymale, solche, die sich
inmitten des ZNS-Gewebes aufthielten, klassifiziert.

Die Kiriterien fiir Mikroglia waren deutlich erkennbar gefirbter, bipolar elongierter Kern
und charakteristische Mikroglia-Ausldufer. Hierbei wurde bewusst in Kauf genommen,
dass damit nur eine bestimmte Mikrogliapopulation erkannt wird (Mittelbronn et al.,
2001.

Alle in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen sind Digitalaufnahmen, mit einer Camedia

E-20 P der Fa. Olympus (Hamburg, Deutschland) angefertigt.
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2.7 STATISTISCHE METHODEN

Der Quotient aus immunreaktiven Zellen und gezidhlten Feldern wurde fiir die
jeweiligen Vergleiche zur weiteren statistischen Untersuchung mit Hilfe des
dekadischen Logarithmus transformiert. Hierzu wurde zu allen Anteilen 0,01 addiert, da
bei den Quotienten von immunreaktiven Zellen und Gesamtzellzahl auch 0-Werte als
Ergebnis vorkamen. Vergleiche hinsichtlich der regionalen Verteilung einzelner
Antigene, sowie der Zuordnung zu verschiedenen Kompartimenten wurden mit Hilfe
der matched-pairs Analyse durchgefiihrt. Die Vergleiche von nach Sepsis und
Geschlecht getrennten Gruppen wurden mit Hilfe des Wilcoxon-Rangsummentests
analysiert. Im Ergebnisteil wurden die Werte als Overlay-Plot dargestellt. Fiir die
Untersuchung der EinflussgroBBe ,,Alter wurde eine Korrelationsanalyse fiir die
jeweiligen Regionen und Antikorper mit dem Alter durchgefiihrt. Insgesamt wurde fiir
alle Untersuchungen eine Signifikanzschwelle von 5% gewihlt. Fiir alle statistischen

Berechnungen wurde das Statistikprogramm JMP IN verwendet (www.jmp.com).
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3. ERGEBNISSE

3.1 AUSSCHLUSS PATHOLOGISCHER ZUSTANDE

Beziiglich der immunhistochemischen Untersuchungen zum Ausschluss pathologischer
Zustinde sei auf das Kapitel 2.1.1 verwiesen.

Neben den immunologischen Untersuchungen kamen Farbemethoden aus dem
Routinelabor des Instituts fiir Hirnforschung, Tiibingen, zum Tragen, die speziell fiir

diese Arbeit durchgefiihrt wurden.

Die Routineuntersuchungen beinhalteten folgende Fiarbungen:
a) Hamatoxylin/Eosin (H.E.)
b) Kliiver-Barrera (LFB, Nissl)

Aufgrund dieser Firbungen ergaben sich keine Hinweise auf morphologische

Alterationen jedweder Ursache, noch auf demyelinisierende Erkrankungen.

Somit erfiillt der vorliegende Patientenpool die in Kapitel 2.1.1 aufgestellte

Normalhirndefinition.
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3.2 VORBEMERKUNGEN ZUR ERGEBNISDARSTELLUNG

In den folgenden Kapiteln 3.3 bis 3.6 werden die Ergebnisse der
immunhistochemischen Fiarbungen deskriptiv dargelegt.

Da sich jeder detektierte Lymphozyt in dieser Studie anhand von den drei
Merkmalskategorien Lokalisation (VC, MO, AP), exprimierte Marker (CD3, CD4,
CD8, Granzym B) und Zuordnung zu einem Verteilungsraum (perivaskulir,
parenchymal) eindeutig definieren ldsst, soll die Ergebnisdarstellung aus drei
verschiedenen Perspektiven erfolgen. Dabei werden nicht etwa dieselben
Beobachtungen immer wieder neu dargeboten, sondern es werden — je nach

Ausgangspunkt — stets neue statistische Zusammenhénge und Erkenntnisse beschrieben.

Wenn dabei im Folgenden von ,,Gesamtzahl* oder ,,Gesamtverteilung* die Rede ist, ist
damit stets die Menge perivaskuldrer + parenchymaler Lymphozyten mit einer
bestimmten CD-Marker-Expression gemeint.

Die Mittelwerte und 95%-Konfidenzintervalle (95%-KI) fiir die Gesamtverteilung der
CD-Marker CD3, CD8, CD20 und MHC-II seien bereits an dieser Stelle erwihnt:

CD3: 1,13; 95%-KI 0,04-0,08. CDS8: 4,43; 95%-KI 0,17-0,28. CD20: 0,20; 95%-KI
0,01-0,02. MHC-II: 79,95; 95%-KI 3,13-5,10.

In den Abbildungen 4, 5, 6 und 9 reprisentiert jede der Linien einen untersuchten Fall
aus dem Patientenkollektiv, dessen jeweilige Markerexpression anhand der Linie

nachvollzogen werden kann.
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3.3 LYMPHOZYTARE VERTEILUNG IN DEN EINZELNEN REGIONEN SEPARAT

BETRACHTET

3.3.1 Visueller Kortex (VC)

Der VC lie} signifikant mehr CD8-positive als CD3-positive (p<0,05; 0,32; 95%-KI
0,03-0,61) und hochsignifikant mehr CD8-positive als CD20-positive Lymphozyten
(p<0,0001; 0,81; 95%-KI 0,65-0,97) erkennen. CD3-positive iiberwiegen im Vergleich
zu CD20-positiven wiederum deutlich (p<0,01; 0,49; 95%-KI1 0,17-0,81).

Damit lésst sich das lymphozytire Verteilungsverhiltnis wie folgt darstellen:

12 . p<0,01 |, p<0,0001

10

Lymphozyten / 20 Felder

Antikorper

Abb. 4: Lymphozytendichte im visuellen Kortex

Trennt man die Werte nach parenchymal und perivaskulédr gelegene Lymphozyten auf,
so wurde deutlich, dass sich Lymphozyten aller drei CD-Marker im VC stets
hochsignifikant zugunsten des Perivaskuldrraumes aufhalten (p-Werte jeweils <0,0001;

1,00; 95%-K10,87-1,13).
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3.3.2 Area postrema (AP)

Auch in der AP fanden sich deutlich mehr CD8-positive als CD3- oder CD20-positive
Lymphozyten (sieche Abbildung 5). Die Werte der Matched-Pairs-Analysen lagen mit p-
Werten von p<0,001 (0,66; 95%-KI 0,31-1,01) bzw. p<0,0001 (1,11; 95%-KI 0,83-
1,39) im hochsignifikanten Bereich. Desweiteren iiberwiegen CD3-positive im

Vergleich zu CD20-positiven signifikant (p<0,05; 0,45; 95%-KI 0,03-0,88).

35 - | p<0,001 |, p<0,0001
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Abb. 5: Lymphozytendichte in der Area postrema

Betrachtet man die nach perivaskulidr und parenchymal aufgetrennten Werte ergibt sich,
dass sich sowohl CD3- als auch CD20-positive Lymphozyten signifikant hiufiger
perivaskulér als parenchymal aufhalten (p<0,01; 0,61; 95%-KI 0,21-1,02 bzw. p<0,001;
0,71; 95%-KI 0,34-1,09), wihrend sich in der AP fiir CD8-positive interessanterweise
kein signifikanter Unterschied im rdumlichen Verteilungsmuster finden liel3, sodass hier

der Anteil parenchymaler als besonders hoch einzustufen ist.

3.3.3 Medulla oblongata (MO)

In dem in dieser Arbeit untersuchten Teil der MO finden sich #hnliche

Verteilungsverhiltnisse der CD-Marker wie in der AP. D.h. auch hier iiberwiegen — wie
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in Abbildung 6 ersichtlich — CD8-positive Zellen zahlenmifBig im Vergleich zu den
CD3- und CD20-positiven, wobei erneut Letztere den quantitativ geringsten Anteil
ausmachen. Die p-Werte fiir alle drei Vergleichspaare liegen in dieser Region mit
p<0,0001 (1,27; 95%-KI 1,11-1,43) im hochsignifikanten Bereich.

Fiir CD8, CD3 und CD20 gilt gleichermaBlen: hochsignifikant mehr perivaskulire als
parenchymale Lymphozyten.
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Fiir die CD8-positiven wurde die Auswertung aufgrund der bereits erwihnten Arbeit
von Belova und Jonsson (1982) zusitzlich hinsichtlich ventraler und dorsaler Anteile
der MO (vMO bzw. dMO) durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass ventral hochsignifikant
mehr CD8"-Zellen zu finden waren als dorsal und in der AP (p<0,0001; 0,22; 95%-KI
0,15-0,30). Abbildung 7 zeigt dies zundchst schematisch (fiir die genaue statistische
Darstellung, sowie fiir den Vergleich der Hirnstammregionen zum VC siehe Abbildung
9, S.54). Der Unterschied zwischen dMO und der AP erreichte die Signifikanzschwelle
nicht. ventral

T Abb. 7: Verteilung von CDS8 im Hirnstamm
Die Graustufen symbolisieren die mittlere

vMO
Dichte der CD8"-Lymphozyten.

dMo Mittlere CD&-Dichte / 20 Zihlfelder
HWi1,04 16,54 8,32

7

Area postrema
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3.4 VERGLEICH DER EINZELNEN REGIONEN IM HINBLICK AUF DIE EXPRIMIERTEN
MARKER

34.1 CD8

Die Untersuchungen mit dem CD8-Antikdrper (Abbildung 8) ergaben fiir die
Gesamtzahl der Lymphozyten in der Matched-Pairs-Analyse fiir VC und AP bzw. VC
und MO (ventral und dorsal) mit p<0,0001 (0,61; 95%-KI 0,51-0,70) eine
hochsignifikant hohere Expression CD8"-Lymphozyten in vMO bzw. dMO und mit
p<0,01 (0,13; 95%-KI 0,22-0,47) ebenfalls signifikant hohere Expression in der AP. Im

Vergleich der Hirnstammareale untereinander zeigten sich die meisten CDS8"-
Lymphozyten in der vMO (p<0,0001; 0,22; 95%-KI 0,15-0,30), wihrend AP und dMO
statistisch nicht differierten (sieche Abbildung 9, S.54).

Abb. 8: CD8"-Lymphozyten (M) in der Area postrema, welche sich morphologisch gut
an den ependymalen Zellen (E) und am dahinter gelegenen, etwas aufgelockerten

Gewebe abgrenzen lésst.



3. ERGEBNISSE

Bemerkenswert bei der Verteilung der CD8-positiven war, dass dabei eine fallbezogene,
relative Abhingigkeit zwischen den einzelnen Regionen bestand. D.h., finden sich bei
einem bestimmten Patienten im Vergleich zu den iibrigen hohe bzw. niedrige CDS-
Werte im Kortex, so sind bei dem gleichen Patienten die Werte fiir AP und MO
gleichfalls in entsprechender Relation erhoht bzw. erniedrigt. Abbildung 9 verdeutlicht

diesen Zusammenhang.
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Abb. 9: Overlay-Plot der regionalen CDS8-Verteilung der untersuchten Fiille.

Jede der Linien entspricht einem untersuchten Fall und verbindet die Punkte der vier
moglichen Lokalisationen. Die Tendenz zur Parallelitit der Verbindungslinien zwischen
den einzelnen Regionen zeigt die fallbezogene Abhingigkeit der CD8-Verteilung. Hohe
CD8-Werte in der AP ziehen also tendenziell hohe Werte in den anderen Regionen (VC,

vMO und dMO) nach sich und umgekehrt.
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Beobachtet man die perivaskulir gelegenen CD8"-Lymphozyten isoliert, so stellte sich
ebenfalls ein hochsignifikant vermehrtes Auftreten in der MO gegeniiber der AP und
dem VC dar, wohingegen zwischen VC und AP in diesem Fall keine relevanten
Unterschiede zu verzeichnen waren. Bei den parenchymalen CD8*-Lymphozyten waren
—im Vergleich zu MO bzw. AP — erneut im Kortex deutlich weniger Zellen zu finden

(p-Werte jeweils < 0,0001).

In den Korrelationsanalysen stellte sich eine geringfiigige positive Korrelation der
Expression von CD8 zu der von CD20 heraus (p<0,05; 95%-KI 0,06-0,55). Die
Korrelationen zu allen anderen eingesetzten Antikdrpern {iberstiegen den

Signifikanzschwellenwert nicht.
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342 CD3

Die Gesamt-CD3-Verteilung verhielt sich im Vergleich zwischen den einzelnen
Regionen und Arealen ausgeglichener: Zwischen den Hirnstammarealen (siche
Abbildung 10) und dem VC zeigten sich keine signifikanten Differenzen. Auch im
direkten Vergleich zwischen MO und AP waren keine malgeblichen Unterschiede
feststellbar.

Die Verhiltnisse bei rein perivaskulidr gelegenen CD3-positiven waren denen der
Gesamtzellenzahlen dhnlich. Signifikante Unterschiede finden sich bei parenchymalen
CD3-positiven im Vergleichspaar MO/VC (p<0,001; 0,70; 95%-KI -0,30-1,09), wobei
wieder die MO die weitaus groBeren Lymphozytenzahlen aufzuweisen hatte. Auch im
Vergleich zur AP wies die Sehrinde signifikant geringere Zahlen parenchymaler CD3-
positiver auf, wobei das Signifikanzniveau bei einem p-Wert von p<0,05 (0,45; 95%-KI
0,07-1,00) nur gering war. Im Vergleich AP/MO ergab sich keine bezeichnende

Differenz.
§ LT -
- -
. § P .
P P 2 p o
LS & -
@ ==
< &y -9
- N7
2 . .
- -
h P ¢
L]
G -
® G ® "
o 4‘:
»
-t =
i - .
b |
¢ a
g -
. 4
¢
‘ ~
» & . ™ L 4 Q
b x 250

Abb. 10: CD3*-Lymphozyten (1) im Perivaskuldrraum von BlutgefiBen (G).
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343 MHC-II

Die Expression von MHC-II-Molekiilen war in der Sehrinde (siehe hierzu Abbildungen
11a und b) hochsignifikant geringer als in der MO (p<0,0001; 0,29, 95%-KI 0,18-0,39),
jedoch nicht signifikant unterschiedlich zu der in der AP. Die MO wies ihrerseits eine
signifikant hohere Dichte MHC-II-positiver Mikroglia auf als die AP mit p-Werten von
p<0,01 (0,22; 95%-KI 0,08-0,36). Bei Korrelationsanalysen mit den CD-Markern stellte
sich eine geringe negative Korrelation mit CD20"-Lymphozyten (p<0,05; 95%-KI 0,19-
0,28) heraus. Zu allen iibrigen lymphozytiren Populationen verhielt sich MHC-II

unabhingig.
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344 CD20

Bei der Untersuchung der Immunzellen mit dem CD20-Oberflichenmarker ergaben sich
weder fiir die Gesamtzahlen noch fiir die isolierte Betrachtung nach perivaskuldren und

parenchymalen Zellen signifikante Unterschiede zwischen den betrachteten Arealen.

3.4.5 Antikorper gegen CD4 und Granzym B

Fiir die Antikorper gegen CD4 und Granzym B fanden sich in keinem der untersuchten
Fille und in keiner der untersuchten Regionen detektierbare Mengen. Eine positive,
signalintense Positivkontrolle wurde fiir beide Antikorper etabliert (sieche Abbildungen
12 und 13), sodass postuliert werden darf, dass sdmtliche untersuchten Gewebe so gut

wie keine detektierbaren Mengen an CD4- und Granzym B-positiven Zellen enthielten.

Abb. 12: CD4" T-Helferzellen, scharen Abb. 13: Vereinzelte Granzym B*

sich in loco typico um das aktive Zentrum zytotoxische T-Zellen in der T-Zone

(aZ) eines Lymphfollikels. eines Lymphknotens.
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34.6 CDI137

Bei der Etablierung des CD137-Antikorpers stellte sich heraus, dass dieser vornehmlich
Oligodendrozyten und in geringerem Male auch Mikroglia detektierte. Dies wurde
lichtmikroskopisch an Hand von morphologischen Kriterien der Signal gebenden Zellen
nachgewiesen. Dabei stimmte die Haufung in der weillen Substanz und dort eine
annihernd regelmifige Verteilung mit dem bekannten und zu erwartenden Auftreten

von Oligodendrozyten iiberein.

Zur weiteren Bestitigung kam der Antikorper probeweise auf zwei
Oligodendrogliomen, die der Gewebebank des Instituts fiir Hirnforschung der
Universitdt Tiibingen entnommen wurden und nichts mit dem Patientenkollektiv der
vorliegenden Arbeit zu tun haben, zum Einsatz.

Hierbei zeigten sich starke Signale iiber die gesamte Ausdehnung des Tumors. Dabei
konnte der Tumor meist scharf vom gesunden, nicht neoplastisch veridnderten ZNS-

Gewebe abgegrenzt werden.

Der CD137-Antikorper wurde aufgrund seiner mangelnden Spezifitit fiir aktivierte

Lymphozyten nicht in die Auswertung dieser Arbeit miteinbezogen.
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3.5 VERGLEICH DER EINZELNEN REGIONEN IM HINBLICK AUF DIE

KOMPARTIMENTALE VERTEILUNG

3.5.1 Parenchymale Lymphozyten

CD3- und CD8-positive parenchymale Lymphozyten waren im Vergleich zum VC in
der AP und MO am héufigsten, wihrend im direkten Vergleich zwischen den beiden
Hirnstammarealen ein signifikanter Unterschied knapp verfehlt wurde. CD20 lie8 keine

Unterschiede zwischen VC, MO und AP deutlich werden.

3.5.2 Perivaskuldre Lymphozyten

Bei den perivaskuldren Lymphozyten zeigte die MO — entsprechend der Lymphozyten-
Gesamtzahlen — das dichteste Vorkommen (p-Werte jeweils p<0,0001; 0,19; 95%-KI
0,11-0,26) und damit auch dichter als in der AP. Hinzu kam, dass die AP und Sehrinde

keine signifikant unterschiedlichen perivaskuldren Lymphozytenzahlen erkennen lief3en.
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3.6 EVALUATION POTENZIELLER EINFLUSSGROSSEN AUF DIE IMMUNUBERWACHUNG
DES ZNS

3.6.1 Sepsis

Anhand von drei Féllen des Patientenkollektivs sollte die Auswirkung der klinischen
Diagnose ,,Sepsis“ auf das lymphozytidre Vorkommen im ZNS exemplarisch dargestellt
werden. Es war von Interesse, ob eine generalisierte, systemische Infektion
extrazerebralen Ursprungs Auswirkungen auf den Grad und die Dichte der zerebralen
Immuniiberwachung hat.

Dabei ergaben die statistischen Analysen aller Regionen und Antikorper, dass in den
drei untersuchten Fillen, die Diagnose ,,Sepsis keine signifikanten Auswirkungen auf
Art und Zahl im ZNS vorkommender Lymphozyten hat. Wie Abbildung 14 zeigt (hier
beispielhaft das Vorkommen CD8-positiver in der MO), liegt die dichte der CD8*-

Lymphozyten gédnzlich im Streuungsbereich der iibrigen, nicht septischen Fille.
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Abb. 14: Einfluss der Diagnose Sepsis auf die Lymphozytendichte
Vergleich lymphozytirer Verteilung der CD8-positiven in der MO bei Sepsis und nicht

septischem Zustand.
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3.6.2 Geschlecht

Desweiteren wurde statistisch erhoben, ob das Geschlecht des Patienten einen Einfluss
auf die lymphozytire Dichte im ZNS hat. Im vorliegenden Patientenkollektiv betrug das
Geschlechterverhiéltnis m : w = 13 : 10.

Die Statistik konnte keine geschlechtsspezifischen Unterschiede im Grad der
Immuniiberwachung hinsichtlich aller Regionen und Antikorper ermitteln. In Abbildung
15 kann nachvollzogen werden, dass die Lymphozytendichte (hier wieder reprisentativ
fiir alle Regionen und Antikorper am Beispiel CD8-positiver in der MO) vom
Geschlecht unabhingig ist.
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3.6.3 Alter

Die 23 Fille des vorliegenden Patientenkollektivs erstreckten sich iiber einen Bereich
von 22 bis 75 Jahren, wobei das mediane Alter 42 und das arithmetische Mittel aller
Alterswerte 44 Jahre betrug, was auf eine balancierte Altersverteilung im genannten

Bereich hinweist.
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Mit einem p-Wert von p<0,05 (95%-KI 0,002-0,01; 43,96) ergab sich fiir die
Gesamtzahl an CD8-positiven aller Regionen eine inverse Beziehung schwacher
Signifikanz zum Patientenalter. D.h., mit zunehmendem Alter nimmt die Dichte der im
ZNS vorzufindenden CD8"-Lymphozyten tendenziell ab. Abbildung 16 veranschaulicht

diesen Zusammenhang.
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Abb. 16: Altersabhdingigkeit

Zu erkennen ist eine tendenziell inverse Beziehung zwischen Lymphozytendichte und
Alter. Beispielhaft dargestellt ist die CD8-Verteilung in der Sehrinde
(Steigungskoeffizient: -0,007).

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen — obwohl nicht zentraler Gegenstand dieser
Arbeit — dass die Gesamt-MHC-II-Dichte mit zunehmendem Patientenalter tendenziell
ansteigt (p<0,05; 43,96; 95%-KI 0,0005-0,02), sich also im Gegensatz zu CD8
konkordant zum Alter verhélt (Steigungskoeffizient: 0,01). Die damit entgegengesetzte
Beziehung zwischen CD8 und MHC-II in Bezug auf Patientenalter liel sich in den

Pairewise-Korrelationen nicht bestétigen.



3. ERGEBNISSE Seite 65

3.7 ERGEBNISSE DER DOPPELFARBUNG UND GEFABDARSTELLUNG
3.7.1 CD3/CD8-Doppelfiarbung

Mit der CD3/CD8-Doppelfirbung konnte gezeigt werden, dass — wie Abbildung 17
zeigt — CD3 zu einem gewissen Prozentsatz mit dem CD8-Oberflachenmolekiil von den
immuniiberwachenden T-Zellen koexprimiert wird. Dabei sind in den Schnitten neben
Lymphozyten mit eben dieser Koexpression Lymphozyten mit reinem CD3- und solche
mit reinem CDS8-Besatz zu finden, was als interne Positivkontrolle fiir beide

Teilfarbungen betrachtet werden konnte.

CD3*/CD8”

CD3*/CD8*
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Abb. 17: CD3/CD8-Doppelfirbung
CD8 wurde mit Fast Blue, CD3 mit DAB, entwickelt. Das Bild zeigt einen
Lymphozyten mit reiner CD3-Expression (CD3*/CD8") und mehrere mit CD3/CDS-
Koexpression (CD3*/CD8").
Nicht auf der Abbildung gezeigt sind die ebenfalls anzutreffenden CD37/CD8"-
Lymphozyten.
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3.7.2 Laminin-Féarbung zur Gefadarstellung

Es war die Absicht dieser Studie perivaskuldre und parenchymale Immunzellen zu
detektieren, was intrvasal gelegene Lymphozyten explizit ausschliet (siehe Kapitel
2.4.2 und 2.6). In den angefertigten immunhistochemischen Féarbung von 3.4.1 bis 3.4.6
war es — gerade bei kleinen und kleinsten Gefden — nicht immer moglich, die
intravasale Lage der Immunzellen mit letzter Sicherheit auszuschlie3en.

Aus diesen Griinden wurde eine immunhistochemische Firbung gegen Laminin
durchgefiihrt, womit auch kleine und kleinste Arteriolen und Venolen zur Darstellung
gebracht wurden. Dabei zeigte sich, dass weniger als 1% der detektierten Gefille
kernhaltige Zellen beinhalteten (sieche Abbildung 18). Somit sind statistische Fehler

durch das versehentliche Zidhlen intravasaler Lymphozyten sehr unwahrscheinlich.

Abb. 18: Laminin-Fdrbung

Die dargestellten GefidBBen (G) enthalten keine kernhaltigen Zellen in ihrem Lumen.
Lediglich Endothelzellkerne (EZK) sind in den GefidBwénden ab und an sichtbar.
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4. DISKUSSION

4.1 BLUT-HIRN-SCHRANKEN-ASSOZIIERTE IMMUNUBERWACHUNG DES ZNS

Ziel dieser Arbeit war es, die Immuniiberwachung des gesunden menschlichen Gehirns
mit immunhistochemischen Methoden niher zu charakterisieren. Dabei war die zentrale
Frage, ob der Grad der Immuniiberwachung, d.h. de facto die lymphozytire Dichte im
ZNS, mit der lokalen Auspridgung und Konfiguration der Blut-Hirn-Schranke assoziiert
ist. Beim humanen Gehirn hatte sich die Forschung bisher noch wenig mit dieser Frage
auseinandergesetzt. Bisherige Untersuchungen zielten vor allem darauf ab, molekulare
Adhésionsmechanismen, lymphozytire Extravasation, sowie Aktivierungszustand und -
ort der Lymphozyten zu analysieren. Die vorliegende Arbeit unternahm den Versuch,
die Rolle der BBB im Rahmen der Immuniiberwachung niher zu beleuchten. Dazu
wurden ZNS-Regionen unterschiedlicher BBB-Konfiguration hinsichtlich des
lymphozytiren Vorkommens verglichen. Anders als die allermeisten Arbeiten zu
diesem Thema, ist der Fokus der hiesigen Untersuchungen ginzlich auf menschliches
Gewebe gerichtet. Unter Einbeziehung bisheriger Veroffentlichungen soll die

Bedeutung der BBB fiir die Immuniiberwachung im Folgenden diskutiert werden.

4.1.1 Gibt es eine Assoziation zwischen BBB und der Immuniiberwachung in Kortex

und Hirnstamm?

Die untersuchte Verteilung der molekularen Marker CD3 und CDS8 zeigte in den
Hirnstammarealen AP und MO (ventraler und dorsaler Anteil zusammengefasst) ein
hochsignifikant hoheres Vorkommen von CD3 und CDS8 als im VC. Mit anderen
Worten: Es waren im Hirnstamm (zumindest in den hier betrachteten Teilen) deutlich
mehr Lymphozyten zu finden als in der Sehrinde. Interessant sind diese Ergebnisse im
Hinblick auf die BBB-Eigenschaften der jeweiligen Regionen, deren Unterschiede in
der Literatur mannigfaltig belegt wurden: Es sei noch einmal daran erinnert, dass die in

Kapitel 1.3.4 angesprochene Komposition aus integralen Membranproteinen (Claudine,
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Occludine u.a.) maBigeblich fiir die Permeabilititseigenschaften der BBB-assoziierten
TIs hinsichtlich loslicher Substanzen verantwortlich ist (Wen et al., 2004). Vorbrodt
und Dobrogowska wiesen mit ihren Untersuchungen auf die besonders hohe Expression
dieser Molekiile in kortikalen GefidBBendothelien hin (Vorbrodt und Dobrogowska, 2004)
und Williams unterstrich dies ein Jahr spiter durch seinen angestellten Vergleich der
Cadherin-10-Expression (ein dichte Zellkontakte vermittelndes, interzelluldres
Membranprotein) zwischen Kortex und CVO, indem er feststellte, dass den CVO das
abdichtende Cadherin-10 fast vollig fehlte (Williams, 2005). Fir die zelluldire
Durchléssigkeit sind endotheliale Adhédsionsmolekiile wie ICAM-1 und VCAM-1
verantwortlich. Den CVO und im besonderen dem Plexus choroideus konnten unter
inflammatorischen Bedingungen im Tiermodell nachgewiesen werden, dass gerade sie
diese Molekiile hochregulieren (Steffen et al. 1996; Engelhardt et al., 2001; Schulz und
Engelhardt, 2005) und sie daher im Zustand der EAE Eintrittspforten fiir Immunzellen
in das ZNS werden.

Die etwas plakative aber eindriickliche Terminologie, die die Worter ,,dicht und
,sundicht*, besser jedoch ,,durchldssig“ und ,undurchlidssig® (da ,undicht eine
mangelhafte Konstruktion impliziert) verwendet, sei zum besseren Verstindnis nun auf
die bisherigen Erkenntnisse angewendet: So kann festgehalten werden, dass auch im
gesunden, nicht inflammatorischen Zustand die BBB-Konstitution der AP und der MO
beim Menschen offenbar mehr Immunzellen passieren lésst, als die undurchlédssigere
BBB des VC. Was also fiir 16sliche Faktoren des Blutes gilt, scheint auch auf dessen
zellulare Bestandteile anwendbar zu sein. Daher macht es den Eindruck, als miissten die
CVO - zumindest aber die AP — auch in puncto Immuniiberwachung als Eintrittspforten

und Tor zum ZNS in Erwédgung gezogen werden.

4.1.2 Betrachtung der Hirnstammareale

Es fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede der Lymphozytendichte im
direkten Vergleich der Hirnstammregionen AP und MO. Dies war zunichst
iberraschend, ist die AP doch explizit Teil der CVO und hat demnach eine BBB-

Konfiguration, die — ultrastrukturell nachgewiesenermalen — abdichtende TJs nur
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punktuell ausprigt (Petrov et al. 1994). Wie sich herausstellen sollte, darf, um dieses
Phéanomen zu erkldren, der Fokus nicht auf der AP liegen:

In den 80er Jahren war es das Ziel der schwedischen Forscher Belova und Jonsson, die
regionale  Ausprigung der BBB in Hirnstamm und Thalamus, sowie
Permeabilititsinderung der BBB (zelluldr wie enzymatisch) nach Immobilisationsstress
bei Mdausen zu untersuchen. Gewiss sind Belovas und Jonssons Ergebnisse und
Schlussfolgerungen heute mithilfe molekularbiologischer Methoden vielfach genauer
belegt und zahlreiche Inhalte derer exakter beschrieben. Sie machten aber eine fiir die
Fragestellung der vorliegenden Arbeit interessante Entdeckung, die sich heute wie
damals wissenschaftlicher Giiltigkeit erfreut:

Belova und Jonsson beobachteten, dass nach Applikation des Farbstoffs Trypanblau
dieser sowohl von den CVO als auch von ventralen Anteilen des Pons und der Medulla
oblongata verstarkt aufgenommen wurde (Belova und Jonsson, 1984). Diese Arbeit
wurde zum Anlass genommen, in der vorliegenden Studie die Lymphozytendichte der
CD8-positiven in der MO hinsichtlich ventraler und dorsaler Lokalisation auszuwerten.
Dabei stellte sich heraus, dass in ventralen Anteilen der MO die CD8-positiven-Dichte
hochsignifikant hoher war als in dorsalen oder in der AP. Die AP ihrerseits zeigte im
Mittel zwar mehr CDS8-positive als die dorsalen Teile der MO. Die Unterschiede
verfehlten jedoch knapp das Signifikanzniveau. Diese Erkenntnisse sind sehr gut mit
denen von Belova und Jonsson vereinbar.

Als Erklarungsmodell ziehen die beiden Schweden eine neuroanatomische
Grundlagenarbeit von Dahlstrom und Fuxe heran, welche Monoamine (genauer
Katecholamine) produzierende Neurone im Hirnstamm lokalisierten. Dahlstrém und
Fuxe fassten diese Neurone in fiinf Gruppen (A1-5) zusammen. Sie liegen in kaudo-
rostraler Richtung an der ventralen Seite von MO und Pons und sind damit nicht den
CVO zuzurechnen (Dahlstréom und Fuxe, 1964).

Wie in Kapitel 1.4.2 dargelegt, besitzen CVO neuroendokrine Funktionen. Entweder
sezernieren sie Hormone oder sie bilden Rezeptoren fiir periphere Hormone aus, um
Signalkaskaden an das ZNS weiterzuleiten. Es wird angenommen, dass hier TJs
deswegen weniger dicht exprimiert werden, damit die produzierten Hormone die
Blutbahn erreichen bzw. die wahrzunehmenden Hormone aus der Peripherie ihre

Rezeptoren erreichen konnen. Es ist nun folgerichtig und legitim anzunehmen, dass es
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den Katecholamine produzierenden Neuronen nicht anders ergeht als den CVO. Die
auszuschiittenden Monoamine miissen an die Blutzirkulation abgegeben werden und
dazu muss die BBB in umgekehrter Richtung iiberwunden werden. Hierzu bedarf es,
dhnlich den CVO, eine besondere BBB-Konfiguration; eine, die nicht maB3geblich auf
abdichtende, protektive TJs fullt, sondern eine, die die Kommunikation mit dem
Blutmilieu in den Vordergrund stellt. Somit ist in den Kernregionen Al-5 von
Dahlstrom und Fuxe eine BBB-Architektur zu erwarten, die fiir 16sliche Stoffe
permeabler ist als die BBB der iibrigen MO oder als die kortikale BBB. Die vorliegende
Arbeit legt jetzt nahe, dass diese Areale nicht nur fiir 16sliche Stoffe, sondern eben auch
fiir zelluldire Blutbestandteile, genauer fiir immuniiberwachende Lymphozyten,
zugénglicher sind als andere Regionen des ZNS, womit der Grad der
Immuniiberwachung hier im Vergleich zu kortikalen Neuronen erhoht ist (siehe
Abbildung 19a + b).
Neuronengruppen

A1-A5 nach
Dahlstrom und Fuxe

'\ /'

Abb. 19: Querschnitt des Hirnstamms. Rdumlicher Vergleich neuroanatomischer

Area postrema

Strukturen (a.) und Areale hoher Lymphozytendichte (b.)

In (a.) sind ventral der auf dieser Schnittebene getroffene Bereich der Katecholamine
produzierenden Neuronengruppen A1-5 nach Dahlstrom und Fuxe, sowie die AP grau
hervorgehoben. Zum Vergleich daneben (b.) schraffiert die Bereiche der hochsten
mittleren CD8-Dichte. Dies veranschaulicht die Parallelitdt zwischen besonderer BBB-

Konfiguration und Lymphozyten-Prisenz im ZNS.
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Die These der Blut-Hirn-Schranken-Assoziation der Immuniiberwachung wird so durch
das vermehrte Auftreten von T-Lymphozyten in ventralen Arealen der MO nicht

unterminiert. Im Gegenteil, sie wird im Hinblick auf das oben Gesagte untermauert.

4.1.3 Assoziation mit dem Alter

Am Rande solle hier Erwihnung finden, dass unter den untersuchten Einflusskriterien
das Patientenalter eine geringfiigig inverse Korrelation mit lymphozytirer Priasenz im
ZNS aufwies. D.h., Patienten hoheren Alters zeigten tendenziell einen geringeren Grad
an Immuniiberwachung auf als jiingere. Ob die mit hoherem Alter gemeinhin
angenommene reduzierte Funktionsfdahigkeit des Immunsystems dieses Phianomen zu
erklidren in der Lage ist, sei dahin gestellt. Es sei jedoch erwihnt, dass — wenngleich
bisher nicht publiziert — am Institut fiir Hirnforschung, Tiibingen, im Laufe der Jahre die
Beobachtung angestellt wurde, dass sich unpathologische Liquores jiingerer Patienten
tiberzufillig mit hoheren Zellzahlen présentieren als solche ilterer. Ob sich dieser
Zusammenhang mit statistischer Signifikanz erhérten ldsst, muss noch geklart werden.

Interessant wire die Parallele zum in dieser Studie erhobenen Befund.
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4.2 TYP DER IMMUNUBERWACHENDEN LYMPHOZYTEN

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, ndher zu klassifizieren, welche Lymphozyten-
Subtypen an der Immuniiberwachung des humanen Gehirns maf3geblich beteiligt sind.
In bisherigen zur zentralnervéosen Immuniiberwachung publizierten Studien schien der
genaue Lymphozyten-Subtyp, der das immunologische Screening de facto vollzieht,
von untergeordnetem Interesse zu sein. In seiner viel zitierten, wegweisenden Arbeit zur
Immuniiberwachung konzentrierte sich William F. Hickey vor allem auf Herkunft und
Aktivierungszustand der Lymphozyten (Hickey et al, 1991). Richard M. Ransohoff, der
sich in seinem Review auf die lymphozytdren Zugangswege konzentrierte, erwéihnte fast
nebensichlich die Oberflichenmarker der Lymphozyten und liel nur sachte die Idee
aufkeimen, CD4"-Gedichtniszellen konnten immuniiberwachende Funktionen
einnehmen (Ransohoff et al., 2003). Erst in den vergangenen Jahren riickten die
genauen Oberflicheneigenschaften der immuniiberwachenden Zellen in den Fokus
wissenschaftlichen Interesses. Die ganz iiberwiegende Mehrheit der Ergebnisse dieser
Publikationen stammt aus Tiermodellen. Die vorliegende Studie widmet sich der
Situation im gesunden menschlichen Gehirn, ohne dabei die Entdeckungen anderer

Studien an Tiermodellen aus den Augen zu verlieren.

4.2.1 Wer iiberwacht das menschliche Gehirn?

Die Lymphozyten, die in der vorliegenden Arbeit im gesunden, humanen ZNS gefunden
wurden, exprimierten vor allem CD8, CD3 und in geringem MafBe CD20. CD4 konnte
nicht nachgewiesen werden, was sich mit den Ergebnissen der Arbeit von Mittelbronn
und Kollegen deckt (Mittelbronn et al., 2001). Ebenso wenig konnten im ZNS Signale
fir Granzym B detektiert werden. Aus diesen Informationen lassen sich
Schlussfolgerungen iiber den Subtyp der immuniiberwachenden Lymphozyten-Spezies
ziehen.

Zunichst sei an dieser Stelle daran erinnert, dass die Tatsache CD8- , CD3- und CD20-

positive Lymphozyten nachgewiesen zu haben, nicht zwangsldufig bedeutet, dass damit
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drei separat nebeneinander existierende Lymphozyten-Subpopulationen beschrieben
werden diirfen.

CD20 identifiziert eindeutig B-Zellen, also eine klar von CD8- und CD3-positiven
Lymphozyten (welche in jedem Fall T-Zellen reprisentieren) getrennte Spezies an
Immunzellen, da diese qua Funktion keinen TZR besitzen und auch keine Interaktion
mit MHC-Molekiilen betreiben. Angesichts der geringen Zahlen der hier gefundenen B-
Zellen, kann formuliert werden, dass B-Zellen im Vergleich zu T-Zellen eine
untergeordnete Rolle im Rahmen der Immuniiberwachung des menschlichen ZNS
einnehmen. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen von Hickey: Er stellte fest, dass B-
Zellen zwar grundsitzlich die Fahigkeit besitzen, das nicht-pathologische ZNS zu
betreten, dies aber nur in geringem Malle tun (Hickey et al., 2001). Die Bedeutung B-
zelluldrer Priasenz im ZNS scheint vornehmlich an dort vorhandene Antigene gebunden
zu sein. Erst in einem solchen Fall iibertreten sie in groferer Anzahl die BBB,
expandieren klonal, differenzieren zu Plasmazellen und produzieren groSe Mengen an
Immunglobulin G, welche sich schlieBlich diagnostisch als oligoklonale Banden im
Liquor manifestieren (Knopf et al., 1998). Die niedrigen Zahlen CD20*-Lymphozyten
der vorliegende Studie liefern Hinweise darauf, dass die beschriebenen Verhiltnisse der
Situation im humanen Gehirn dhneln. Dariiber hinaus zeigt dies einmal mehr, dass im
hier untersuchten Gewebe keine oder zumindest nur eine vernachlédssigbar geringe
Menge Antigene prisentiert werden, was ein weiteres Indiz dafiir ist, dass die im
humanen Gehirn gefundenen Lymphozyten nicht im Zusammenhang mit Inflammation
auftreten.

Die CD3/CD8-Doppelfarbung zeigte uns, dass zu einem gewissen Prozentsatz CD3 und
CD8 koexprimiert werden. Diese Beobachtung ist konkordant mit der bekannten
Funktion von CD3 als Korezeptor des T-Zell-Rezeptors (TZR) (Tsoukas et al., 1985;
Law et al., 2002). Das CD3-Molekiil alleine ist nicht zur Differenzierung zwischen den
klassischen T-Zell-Typen, T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen, geeignet,
besitzen doch beide TZRs, die jeweils mit dem gleichen CD3 assoziiert sind.
Festzuhalten ist, dass in allen untersuchten ZNS-Regionen CD8"-Lymphozyten die
pridominante Lymphozyten-Subpopulation darstellten. Dies galt sowohl fiir die Gruppe
der perivaskuldar als auch fiir die der parenchymal gelegenen. In anderen

neuroimmunologischen Arbeiten zur Immuniiberwachung des ZNS wurden mitunter
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Beobachtungen angestellt, die diese FErgebnisse unterstiitzen: Am gesunden
menschlichen Riickenmark ein @hnliches, von CD8 dominiertes Bild zeigen Schleich et
al. (2004). Bradl et al. demonstrierten fiir das gesunde Riickenmark von Ratten ebenfalls
das Vorherrschen CD8"-Lymphozyten (Bradl et al., 2005). Masopust beschrieb die
postinfektiose Auswanderung CD8-positiver in nicht-lymphatisches Gewebe (Masopust
et al., 2004).

Aufgrund des oben erwihnten Nachweises der partiellen Koexpressivitit von CD3 und
CD8 ist der Immunphinotyp der hier beobachteten Zellen als CD3™/CD8* zu
bezeichnen, welcher die beiden Gruppen CD3*/CD8" und CD3/CD8" umfasst. Bedenkt
man, dass keinem der gefundenen Lymphozyten Granzym B nachzuweisen war, ist die
Bezeichnung als CD3"/CD8"/Granzym B~ zu erweitern.

Es stellt sich folgerichtig die Frage nach dem Funktionstyp, der sich hinter den
gefundenen CD8-positiven verbirgt. Dieser Frage wird in den Kapiteln 4.2.2 bzw. 4.2.3.
weiter nachgegangen.

Dariiber hinaus zeigten sich in der Doppelfirbung CD3"-Zellen ohne ein gleichzeitiges
CD8-Signal. Vor dem Hintergrund der festgestellten CD4-Negativitit der gefundenen
Immunzellen, kann ein dritter Subtyp an immuniiberwachenden Lymphozyten
festgehalten und als CD3*/CD47/CD8/Granzym B~ beschrieben werden (wobei
,»Granzym B in diesem Fall eine redundante Information ist, da das Vorhandensein
von Granzym B stets an CD8-Positivitit gekoppelt ist). Beide Typen sollen im

Folgenden Gegenstand der Diskussion sein.

422 Immunzellen vom Typ CD3“/CD8"/Granzym B

Nach heutigem Kenntnisstand sind sowohl auf zytotoxischen T-Zellen, T-
Gedichtniszellen (Masopust et al., 2004), als auch auf moglicherweise vorhandenen T-
Suppressorzellen (Chess und Jiang, 2004) CDS8-Oberflichenmolekiile vorhanden.
Nachweislich waren alle gefundenen Lymphozyten der vorliegenden Arbeit Granzym
B-negativ. Da Granzym B obligater Bestandteil lysierender Granula zytotoxischer T-
Zellen ist, ist es evident, dass es sich bei den immuniiberwachenden T-Zellen nicht um

zytotoxische T-Zellen handelt.
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In der Literatur gibt es verschiedene Hinweise auf den in Frage kommenden
Funktionstyp, der sich hinter den CD8-positiven verbergen kann. Masopust et al.
beobachteten an Miusen, dass CD8-Gedichtniszellen nach induzierter Rota- bzw.
Sendaivirus-Infektion in alle nicht-lymphatischen Gewebe, einschlieBlich des Gehirns,
auswanderten und dies obwohl der eigentliche Infektionsort keinem dieser Organe
entsprach (Masopust et al., 2004). Masopust diskutierte, ob dieses Phdnomen im Sinne
einer postinfektiosen immunologischen Kontrolle aller Organe zu verstehen sei. Eine
Art Immuniiberwachung bei erhohter Alarmstufe? Es ist nicht bekannt, ob jede
Infektion, die mit der Bildung von Gedichtniszellen einhergeht, eine Auswanderung
CD8"-Lymphozyten in das Gehirn nach sich zieht. Es gibt allerdings derzeit auch
keinen Anlass, das Gegenteil zu glauben. Seit Hickey wissen wir, dass aktivierte
Lymphozyten grundsitzlich Zugang zum ZNS erhalten, warum also nicht auch
Gedichtniszellen? Folgerichtig muss in Betracht gezogen werden, dass auch eine
Infektion auflerhalb des ZNS die Lymphozytenzahlen im ZNS zu erhohen vermag. In
der vorliegenden Studie wurde dem exemplarisch anhand von drei Fillen, die
priaterminal klinisch eine Sepsis aufwiesen, nachgegangen. Keiner dieser Fille zeigte
jedoch im Vergleich zur nicht-septischen Gruppe einen erhohten Grad lymphozytirer
Immuniiberwachung. Umgekehrt, betrachtet man die fiinf (nicht-septischen) Fille mit
den hochsten CD8-Werten (siche Tabelle 4) und vergleicht man diese mit vorliegenden
Informationen aus den klinischen Berichten iiber die entsprechenden Patienten, muss
man feststellen, dass nur in einem einzigen Fall, nimlich in dem der Myokarditis, eine
entziindliche Erkrankung nachzuweisen war und dass bei den iibrigen weder eine

Infektionskrankheit zum Tode gefiihrt, noch priterminal eine solche vorgelegen hat.

Tab. 4: Die 5 Fiille mit dem hochsten Vorkommen CD8*-Lymphozyten.
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Nr. | Geschlecht | Alter CD8* Todesursache
5 w 26 11,64 Akutes Linksherzversagen bei Myokarditis
7 m 25 11,78 Héamorrhagischer Schock bei rezidivierender
Ulkusblutung
11 m 44 15,03 Myokardiale Ischdmie
12 m 22 22,18 Vena-Cava-Ruptur nach Verkehrsunfall
17 W 39 21,96 Leberausfallskoma bei Leberkarzinom

*angegeben ist die durchschnittliche Zahl CD8-positiver Zellen pro 20 Zahlfelder in der MO

Anhand des fiir diese Arbeit zur Verfiigung stehenden Patientenkollektivs ergibt sich
kein Anhalt fiir eine mit entziindlichen Erkrankungen assoziierte Immuniiberwachung
des menschlichen Gehirns. Daher liegen auch keine Indizien vor, dass es sich bei den
beobachteten CD8"-Lymphozyten um postinfektios auftretende Gedichtniszellen — wie

sie von Masopust et al. bei Méusen beschrieben wurden — handelt.

Im Zuge sich hdufender Indizien und im Rahmen eines stets wachsenden und sich
verbessernden Verstdndnisses immunologischer Prozesse und Komponenten, ist in den
vergangenen Jahren die Suche nach Immunabliufe regulierenden und supprimierenden
Mechanismen verstirkt worden. Bei der Erforschung von Ursachen und Entstehung
autoimmuner Prozesse, ist man derzeit bemiiht, dem Terminus ,,Immuntoleranz® ein
konkretes zelluldres Gesicht zu verleihen. Die Diskussion um CD8"-Suppressorzellen
ist — nach der grolen Abstinenz wihrend der 80er Jahre — in den vergangenen Jahren
wieder aufgeflammt; soweit gehend, dass Chess und Jiang von der ,,Wiedergeburt* der
CD8"-Suppressorzellen sprachen (Chess und Jiang, 2004).

An Miusen wurde in vivo nachgewiesen, dass aktivierte B-Zellen mittels des Peptids
Qa-1 (beim Menschen: HLA-E) CDS8*-Lymphozyten zu immunsupprimierender
Aktivitdt zu stimulieren im Stande waren (Noble et al., 1998). Hierzu wurden nach
Antigen-Applikation Antikorperspiegel im Serum von (CD8-)Knockout-Médusen mit
praktisch keinen CD8"-Lymphozyten gemessen und mit dem Wildtyp verglichen. Die
Knockout-Méuse reagierten im Vergleich zu den Wildtyp-Exemplaren mit bis zu
vierfach erhohten Antikorpertitern. Die Erklirung von Noble et al.: Der Mangel an

CD8"-Lymphozyten hatte bei den Knockout-Miusen eine reduzierte Immunregulation
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und —suppression zur Folge, sodass hier hohere Antikorperspiegel produziert werden
konnten. Die CD8-Zellen, die nach entsprechender Stimulation die immunhemmenden
Effekte ausiibten, zeigten keinerlei zytotoxische Aktivitit und hitten folglich — obwohl
von der Gruppe von Noble nicht explizit untersucht — den Phinotyp
CD3™/CD8*/Granzym B~ gezeigt, der in dieser Arbeit beschriebene Subtyp!

Auch auf neuroimmunologischer Ebene finden sich Indizien fiir die Existenz einer
CD8"-Lymphozytenspezies, die imstande ist, Immunreaktionen mit potenziellem
Schaden fiir das ZNS zu limitieren: Hu et al. zeigten eindrucksvoll die Folgen einer Qa-
1-Defizienz bei Miusen. Selbige wiesen eine erhohte Suszeptibilitidt fiir EAE auf und
entwickelten extreme CD4-Zell-vermittelte Reaktionen gegen eigene und
Fremdproteine (Hu et al., 2004).

Derartige Untersuchungen belegen zum einen, dass — zumindest im Tiermodell — die
Existenz eines regulativ supprimierenden Arms des Immunsystems unabdingbar ist.
Wichtiger fiir die hiesige Fragestellung: Diese immunologische Funktion muss es (Hu et
al. zu folgen) auch auf zentralnervoser Ebene geben, sodass spekuliert werden darf, ob
die in der vorliegenden Arbeit gefundenen CD3"/CD8"/Granzym B -Lymphozyten Teil

dieser regulativen Komponente des Immunsystems sein konnten.

4.2.3 Immunzellen vom Typ CD3/CD8"/Granzym B~

Warum aber sind nicht auf allen CD8"-Zellen CD3-Molekiile nachzuweisen?
Ausgehend vom oben Gesagten, miisste man annehmen diirfen, dass jede T-Zelle
unabhiingig von ihrer weiteren molekularen und funktionellen Subklassifikation ein
dem TZR assoziiertes CD3 aufzuweisen habe. Und folgerichtig miissten die
quantitativen Analysen CD3-positiver mindestens genauso hoch ausfallen wie die der
CD8"-Zellen. CD3-negative T-Zellen wurden bisher nur in T-Zell-Lymphomen
beschrieben und fast immer konnte ihnen ein genetisches Rearrangement im CD3-Gen
nachgewiesen werden (Picker et al., 1987; Robb et al, 1994).

An dieser Stelle sei auf eine Arbeit von Olson et al. hingewiesen. Sie analysierten
Expressionsmuster und -dichte von Oberflichenmolekiilen auf T-Lymphozyten

gesunder Probanden und solcher mit T-Zell-Leukdmien mithilfe fluoreszenz-aktivierter
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Zellsortierung (FACS) und stellten dabei fest, dass das CD3-Oberflichenantigen
keineswegs in konstanter Dichte auf den T-Zell-Subpopulationen exprimiert wird,
sondern dass auf CD3*/CD4*-Zellen die Dichte von CD3-Molekiilen 1,7-fach hoher ist
also auf CD3"/CD8"-Zellen. Eine Korrelation zwischen der ZellgroBe und der
exprimierten CD3-Dichte gelang in diesem Fall nicht. Auch maen Olson und Kollegen
dieser Beobachtung keine immunologische Bedeutung zu (Olson et al., 2004).
Allerdings liefert sie einen Erkldrungsansatz fiir die in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen CD37/CD8*-Zellen: Ausgehend davon, dass die CD3-Dichte auf CD8*-
Zellen geringer ist, konnte angenommen werden, dass die beschriebenen Zellen mit
ihren geringen Mengen an exprimiertem CD3 unter die Detektionsschwelle des
eingesetzten monoklonalen CD3-Antikorpers fallen. Somit wire die Beobachtung der
CD37/CD8"-Zellen falsch-negativ beziiglich CD3 und in Wahrheit verbirgen sich
dahinter die oben bereits erwihnten CD3*/CD8"-Zellen.

Ein anderes Erkldrungsmodell wire, dass mit den beschriebenen CD37/CDS8*-
Lymphozyten eine Subpopulation von NK-Zellen detektiert wurde. Diese miisste dann
allerdings zusitzlich CD56-positiv sein, was im Widerspruch zu den CD56-negativen
Befunden im Riickenmark von Schleich et al. stehen wiirde (Schleich et al., 2004).
Schlussendlich kann mit den hier erhobenen Daten nicht sicher gesagt werden, welche

funktionelle Lymphozytensubpopulation mit den CD37/CD8"-Zellen erkannt wurde.

4.2.4 Immunzellen vom Typ CD3*/CD47/CD§"

Diese doppelt negativen T-Zellen wurden zum ersten Mal 1989 von Strober und
Kollegen nachgewiesen (Strober et al., 1989). Diese bedingten seinerzeit einen
Paradigmenwechsel. Bis dato bestand die weit verbreitete Annahme, dass periphere
CD3" T-Zellen entweder CD47/CD8" oder CD4"/CD8 sein miissten. Die seither
bekannten CD4/CDS8", also doppelt negativen T-Zellen, besitzen regulatorische,
immunsuppressive Funktion und werden daher in der Literatur als DN Treg cells
(double-negative T regulatory cells; hier im Weiteren als DN T-Zellen gefiihrt)
bezeichnet. Sie sind in der Lage, MHC-Peptidkomplexe von APCs zu akquirieren und —
auf dieselbe Weise wie APCs — mit Effektor-T-Zellen (zum Beispiel einer CD8"
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zytotoxischen T-Zelle) zu interagieren. Erfolgt eine positive Bindung zwischen DN T-
Zelle und dem TZR der Effektor-T-Zelle, induziert erstere via Fas/Fas-Ligand eine
Kaskade in der Effektor-T-Zelle, die zu ihrer Apoptose und damit also zu ihrem
physiologisch eingeleiteten Untergang fiihrt (Zhang et al., 2000; Chen et al., 2004).
Jiingst konnte gezeigt werden, dass der CD3"/CD47/CD8 regulatorische T-Zelltyp
natiirlicherweise im humanen GefdBsystem zirkuliert und zwischen 1 und 3% aller
peripheren CD3*-T-Zellen ausmacht (Fischer et al., 2005). Letzteres ist entscheidend im
Rahmen der Immuniiberwachung des Gehirns, denn: Allen in Kapitel 1.2.5 aufgezeigten
Zugangswegen zum ZNS ist gemein, dass das ZNS patrouillierende Zellen stets an
irgendeiner Stelle das BlutgefiB3system verlassen miissen. Im Umkehrschluss bedeutet
das, dass alle im Blut zirkulierende Immunzellen potenzielle Kandidaten sind, das
gesunde menschliche Gehirn zu iiberwachen. Das schlieBt folglich auch die DN T-

Zellen ein!
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4.3 WARUM IMMUNUBERWACHUNG?

4.3.1 Ist Immuniiberwachung gleichbedeutend mit Immunsuppression auf neuronaler

Ebene?

Das unter 4.2 Angefiihrte unterstreicht stark die immunregulierende Note, die der
Immuniiberwachung als Gesamtphdnomen unterstellt werden kann. Diese Diskussion
hat jedoch erst dann ihre Existenzberechtigung, wenn man die Sinnhaftigkeit und
Notwendigkeit eines oder mehrerer immunregulierender Mechanismen in ZNS-
Kompartimenten anerkennt. Muss das menschliche Gehirn vor dem korpereigenen
Immunsystem geschiitzt werden?

Zuallererst sei darauf aufmerksam gemacht, dass seit langem bekannt ist, dass sich das
Gehirn aktiv vor den Schaden bringenden Folgen inflammatorischer Prozesse zu
schiitzen 1im Stande ist. Die Arbeitsgruppe um Fliigel konnte mit
immunhistochemischen Methoden zeigen, dass Neurone in vitro in Anwesenheit
enzephalitogener T-Zellen, d.h. T-Zellen, die in das ZNS-Parenchym zu emigrieren in
der Lage waren, den oben bereits erwidhnten Apoptose-Induktor FasL produzierten.
Blockierende Antikorper gegen FasL erhohten dabei die Uberlebenszeit ausgewanderter
Lymphozyten (Fliigel et al., 2000). Hier ist der Schutz des Gehirns keine Leistung des
Immunsystems, sondern des Gehirns selbst.

In der vorliegenden Arbeit werden nicht-zytotoxische CD8" T-Zellen und DN T-Zellen
als zellulire Exekutive der Immuniiberwachung beschrieben. Letzteren wurden
mehrfach immunsuppressive Effekte nachgewiesen: Die Untersuchungen von Young et
al. zielten darauf ab, den Einfluss von DN T-Zellen auf sogenannte Graft-versus-Host-
(GvH-)Reaktionen an Mdiusen zu messen. Es zeigte sich, dass die Tiere, die vor
Transplantation eine Infusion von DN T-Zellen des Spendertiers erhalten hatten, spiter
deutlich seltener, bzw. weniger intensive GvH-Reaktionen erlitten. Auch wurden Haut-
und Herztransplantate von den Empfingern besser akzeptiert, nachdem sie DN T-Zellen
von den jeweils entsprechenden Spendertieren transfundiert bekommen hatten. Diese
Spender spezifische Toleranz wird durch die Fihigkeit der DN T-Zellen vermittelt,
selektiv aktivierte CDS8*-Lymphozyten apoptotisch zu zerstbren und somit

Immunreaktionen zu unterbinden (Young et al., 2003).
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Lauft das menschliche Gehirn denn permanent Gefahr, Opfer einer Host-versus-Brain-
Reaktion zu werden? — Ja und nein. Natiirlich geht man davon aus, dass ein gesundes,
funktionierendes Immunsystem nicht in jeder Lebensminute darauf aus ist, das ZNS
anzugreifen und so letztendlich zum Urheber seines eigenen Untergangs zu werden. Die
grofte Gefahr fiir den Organismus, die vom korpereigenen Immunsystem ausgeht,
jedoch ist die tickende Zeitbombe der Autoimmunitit, deren multifaktorieller
Entstehung ginzlich zu verstehen die Medizin heute immer noch weit entfernt ist. Fiir
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
moglicherweise antiinflammatorische, T-Zellen hemmende Mechanismen defizient oder
filschlicherweise inhibiert, sodass es zu einem massiven autoimmunen Angriff auf
zerebrales Myelin kommen kann (diskutiert von Comi et al., 2006). Zum Formenkreis
der iiber Jahre und Jahrzehnte verlaufenden Multiplen Sklerose gehoren auch akute
Krankheitsbilder wie die akute demyelinisierende Enzephalomyelitis (ADEM) oder der
foudroyant verlaufende M. Hurst, die akute hdmorrhagische Enzephalomyelitis. Beiden
gemein ist nicht nur ihr meist letaler Ausgang, sondern auch ihre immunologische, post-
infektiose (Mumps, Masern, Herpesviren, u.a.) oder post-vakzinale (Rabies, Influenza,
u.a.) Genese (Garg, 2003). D.h., die oben genannten Fehlsteuerungen immunologischer
Prozesse sind in der Lage, akute, verheerende Krankheitsbilder hervorzurufen, die
unmittelbar zum Tode fiihren konnen. Dies unterstreicht ihre klinische Bedeutung und
die  Wichtigkeit des  heiklen  Gleichgewichts  inflammatorischer =~ und
antiinflammatorischer Komponenten des Immunsystems. Auch mit degenerativen
Erkrankungen wie M. Alzheimer werden fehlgesteuerte bzw. {iiberschielende
Immunreaktionen in Verbindung gebracht (Shepherd et al., 2005). Derartige Indizien
sprechen eine klare Sprache: Das Gehirn bendtigt Einrichtungen, die es vor den
potenziellen Auswirkungen des Immunsystems bis zu einem gewissen Grad zu schiitzen
vermogen. Diese stellt es zum Teil selbst her (FasL produzierende Neurone), zum Teil
sind es regulatorische T-Zellen des Immunsystems, die diesen Schutz gewéhrleisten.

Und natiirlich muss dieser Schutz priaventiv, also im gesunden Gehirn greifen!



4. DISKUSSION Seite 82

Eine der bedeutendsten protektiven Errungenschaften des menschlichen Gehirns wurde
bisher — obwohl zentraler Gegenstand dieser Studie — noch nicht erwéhnt: die Blut-
Hirn-Schranke. In Kapitel 1.2.4 wurden die Abliufe, die es bedarf, dass Lymphozyten
das Gehirn iiberhaupt erreichen, angerissen. Dieses komplexe Gefiige aus (niedrig
exprimierten!)  Adhédsionsmolekiilen, Oberflichenrezeptoren und molekularen
Bindungsstellen (all das ist Emperipolesis und Diapedese weitgehend gemein) kann
auch im Sinne einer protektiven Barriere vor destruktiver Inflammation gesehen
werden. Die BBB ist dabei gleichzeitig die Regulationsschaltstelle, der
Zugangsregulator fiir ins ZNS einwandernde Lymphozyten. Die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchungen, ndmlich der hochsignifikante Dichteunterschied
zwischen Immuniiberwachung im Kortex und in Regionen des Hirnstamms sind hier ein

weiteres Indiz.

4.3.2 Einfluss der Priasenz von Immunzellen auf Neurone

In Anbetracht der bis heute erworbenen Erkenntnisse {iber zellvermittelte
Immunreaktionen muss das Konzept der Immuniiberwachung als mehr als nur
Immunregulation auf neuronaler Ebene angesehen werden. So verheerend die Folgen
der Inflammation in ihrer Radikalitit auch sein mogen, die Priasenz von Lymphozyten
hat nachgewiesenermaflen auch unmittelbar positive Effekte auf zerebrale Neurone, was
der Immuniiberwachung eine neue Facette verleiht.

Mehrere publizierte Untersuchungen weisen auf den neuroprotektiven, ja sogar
remyelinisierenden Effekt der Inflammation hin: Bieber und Kollegen induzierten
demyelinisierende Prozesse an Maiusen mittels Lysolecithin. Ein Lysolecithin
vermittelter Myelinverlust ist bei Miausen bekanntlich nach spitestens 35 Tagen
vollstidndig reversibel. Bieber et al. stellten fest, dass bei Médusen, die genetisch keine
CD4- oder CD8-positiven Lymphozyten produzieren konnten, die erwartete
Remyelinisierung auch nach 60 Tagen nicht eintrat. Auch bei Gabe von Anti-CD4- bzw.
Anti-CD8-Antikorpern konnte der regenerative Myelinauftbau signifikant gehemmt

werden (Bieber et al., 2003). Mit anderen Worten: Ins ZNS abgewanderte T-Zellen
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waren bei der Kontrollgruppe der Studie von Bieber in ganz entscheidender Weise an
der Regeneration des Myelins zerebraler Axone beteiligt.

Auch wurde ermittelt, dass aktivierte T- und B-Zellen, einmal im ZNS-Milieu
angelangt, den neurotrophen Gewebefaktor BDNF (brain derived neurotrophic factor)
ausschiitten. Dieser wirkt lokal auf die Neurone in protektiver Weise, indem er
posttraumatischen neuronalen Abbau verhindert (Kerschensteiner et al. 1999).

Diese Beispiele sollen reprisentativ fiir zahllose Belege in der Literatur stehen, dass
immunologische Pridsenz auch priventiv protektive Effekte hat. Das bedeutet im
Umkehrschluss, dass die Immunzellen, die zur Immuniiberwachung das ZNS betreten,
dhnliche Schutzeffekte besitzen und eine Art Wartung zerebraler Neurone betreiben
konnten.

Hat man erst einmal Immuniiberwachung als ein Praventiv- und Protektionsmedium des
ZNS verstanden, so sieht man die in der vorliegenden Arbeit gefundene BBB-
assoziierte Verteilung der immuniiberwachenden Zellen in neuem Lichte:
Moglicherweise sind die im gesunden ZNS auffindbaren Lymphozyten als Teil des weit
gefassten Konzeptes Blut-Hirn-Schranke zu verstehen. Rollen wir die Komplexitit
dieser hochst diffizilen Einrichtung des Gehirns noch einmal kurz auf: Wie in Kapitel
1.3 ausfiihrlich dargelegt, darf die BBB bei weitem nicht auf die An- oder Abwesenheit
von TJs reduziert werden. Zur BBB gehoren auch Perizyten und Astrozytenendfiif3e,
asymmetrisch angeordnete, selektive Transportproteine, eine reduzierte transzytotische
Aktivitit der GefiBendothelzellen und metabolisierende, biotransformatorische
Enzyme. All diese Einrichtungen sorgen auf ihre jeweilige spezielle Art und Weise
dafiir, dass eine Barriere — eine Schranke eben! — zwischen Blut- und ZNS-Milieu
errichtet wird. Dariiber hinaus wurde mehrfach dargelegt, dass unterschiedliche
Hirnareale unterschiedliche Bediirfnisse beziiglich im Blut herantransportierter
Substanzen haben. Die Folge ist eine entsprechend unterschiedlich konfigurierte BBB,
wie am Beispiel der CVO (und wahrscheinlich gilt Selbiges auch fiir die ventrale MO)
deutlich gemacht wurde. Hier prigen die Gehirngefifle deutlich weniger TJs aus. Ist
damit jedoch die Schranke weniger effektiv? Erlaubt es sich das menschliche Gehirn,
nachdem es seine am hochsten entwickelte Errungenschaft, den Neokortex, mit dichten
TJs verriegelt hat, Stellen im Hirnstamm und um den dritten Ventrikel herum

ungeschiitzt und vulnerabel zu lassen? — Nein. Wir haben bereits in Kapitel 1.3.5
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metabolisierende Enzyme im Bereich der CVO erwihnt, die hier ausgleichend vermehrt
exprimierten sind, um den fehlenden Schutz durch TJs zu kompensieren. Und jetzt
wurde in der vorliegenden Arbeit festgestellt, dass in eben diesen Bereichen die
lymphozytire Priasenz im Vergleich zu kortikalen Regionen um ein vielfaches erhoht
ist; so, als wiirde das Immunsystem seine Wichter an eben den Stellen besonders
vermehrt positionieren, an denen das Gehirn besonders angreifbar und vulnerabel ist.
Moglicherweise bedeuten herabregulierte TJs ein Sicherheitsrisiko. Aber das
Immunsystem tritt kompensierend auf und nivelliert die scheinbare Liicke in der

Schranke und wird damit Teil dieser.

4.3.3 Immuniiberwachung — ein Zufallsphdnomen?

Auch wenn die Existenz der immunologischen Routineiiberwachung des ZNS heute
weitestgehend anerkannt ist, konnte immer noch argumentiert werden, dass es sich bei
den im ZNS detektierbaren Lymphozyten um zufillig vorhandene Immunzellen handelt,
die entsprechend ihrer Natur die in geringen Mengen exprimierten Adhdsionsmolekiile
der zerebralen GefidBBendothelzellen nutzen, um das Blutsystem zu verlassen und dann
eben zufillig im ZNS landen, ohne dort spezifischen Aufgaben nachzukommen.

Die Behauptung jedoch ist mehrfach widerlegbar: Das Spektrum der gefundenen
Immunzellen ist zu spezifisch, als dass Zufilligkeit unterstellt werden konnte. In der
vorliegenden Studie werden vor allem CD8-positive (also CD3"/CD8" und CD37/CD8")
und doppelt negative T-Zellen beschrieben. Beiden Gruppen konnen der Literatur
folgend immunregulatorische Funktionen nachgewiesen werden. Wenn also die Prisenz
von Immunzellen im ZNS ein Zufall ist, wie ist dann die iiberzufillige Haufung
regulatorischer T-Zellen zu erkldaren? Finde man ein ,,buntes Bild* immunologischer
Zellen im ZNS, die sich proportional zu den in der Zirkulation befindlichen Mengen
verhielten, wire man geneigt von Zufall zu sprechen. Das Gegenteil jedoch ist der Fall:
T-Helfer- und zytotoxische Zellen konnten in der vorliegenden Arbeit nicht
nachgewiesen werden, Schleich et al. detektierten praktisch keine NK-Zellen im
gesunden menschlichen Riickenmark (Schleich et al., 2004) und Leukozyten aus der

polymorph-nukledren Zellreihe (Granulozyten) sind nicht im gesunden ZNS
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anzutreffen. Die Arbeitsgruppe um Bradl bestitigte an Ratten, dass im Gesunden die
extrem niedrigen Zahlen CD4"-Zellen erst bei Inflammation oder degenerativen
Prozessen in die Hohe schnellten (Bradl et al., 2005). Carrithers et al. demonstriert das
unterschiedliche Muster vaskuldrer Adhisionsmolekiile bei Immuniiberwachung und
Inflammation (Carrithers et al., 2000). All das lasst auf spezifische Mechanismen des
Gehirns schliefen, die in einem bestimmten Zustand einer bestimmten Zellpopulation
Zugang  gewihren.  Zelluldren  Blutbestandteilen  obliegen  also  strikten
Zugangsbedingungen in Form von spezifischen Mechanismen und spezifischen
Zugangsorten, wie diese Arbeit zeigt. So deutet alles darauf hin, dass

Immuniiberwachung kein Zufall ist!
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4.4 SCHLUSSFOLGERUNGEN

Als wichtigste Schlussfolgerungen dieser Arbeit sind zu nennen:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Vergleicht man kortikale mit metenzephalen Regionen zeigt sich fiir die Dichte
von CD3- und CD8-positiven Lymphozyten eine hochsignifikante Blut-Hirn-
Schranken-Abhingigkeit. Dabei unterliegen kortikale Areale einer geringeren

immunologischen Uberwachung als metenzephale.

Bei Regionen innerhalb des Hirnstamms zeigen sich zwischen der ventralen
Seite im Vergleich zur dorsalen hochsignifikant mehr Lymphozyten. Dies lédsst
sich mit Dahlstroms und Fuxes erstmalig beschriebenen, Katecholamine
produzierenden Neuronengruppen erkldren, die moglicherweise ein den CVO

dhnliche BBB-Konfiguration aufweisen.

CDS8 ist bei perivaskuldren und parenchymalen Lymphozyten im VC wie in AP

und MO der pridominant exprimierte Marker.

Aufgrund von partieller Koexpression von CD3 und CD8 miissen als
immuniiberwachende  Zelltypen  sowohl  Lymphozyten @ vom  Typ
CD3*/CD8"/Granzym B~, CD37/CD8"/Granzym B, als auch solche vom Typ
CD3*/CD47/CDS8™ in Betracht gezogen werden.

Im Hinblick auf die Funktion dieser Zelltypen miissen Immunregulation und

Neuroprotektion in Betracht gezogen werden.

T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen sind nicht an der Immuniiberwachung

des menschlichen Gehirns beteiligt.

CD20"-Lymphozyten, also B-Zellen, sind nur in sehr geringem MaBe an der
Immuniiberwachung beteiligt. Ihr Auftreten ist nicht mit der Blut-Hirn-Schranke

assoziiert.
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7) Mit zunehmendem Alter nimmt der Grad der Immuniiberwachung geringfiigig

ab.

8) Die Immuniiberwachung ist nicht mit der lokalen Mikroglia-Dichte assoziiert.

9) Den Faktoren ,,Geschlecht und ,,Sepsis® kann keine Assoziation mit der

Immuniiberwachung nachgewiesen werden.
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4.5 AUSBLICK

Die vorliegende Studie wirft einige neue Fragen auf, deren Kldrung in weiteren Studien

anzustreben ist.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Wie stellt sich die Immuniiberwachung in anderen ZNS-Arealen, v.a. in weiteren
kortikalen Arealen und den iibrigen zirkumventrikuldren Organen dar? Wird es

gelingen, eine Art Landkarte der Immuniiberwachung fiir das ZNS zur erstellen?

Welche genauen Funktionen kommen den immuniiberwachenden Lymphozyten
zu? Konnen ihnen auch beim Menschen immunregulatorische bzw.

immunsuppressive Mechanismen nachgewiesen werden?

Welche Interaktionen bestehen zwischen den immuniiberwachenden

Lymphozyten und ortstindigen Neuronen?

Welche weiteren, Immuniiberwachung regulierenden Faktoren existieren?

Welche Konsequenzen entstehen im Tiermodell, wenn durch experimentelle

Modifikation (z.B. Knockout-Méuse) Immuniiberwachung verhindert wird?

Auf welche anderen zentralnervosen Mechanismen und Funktionen hat die Blut-
Hirn-Schranke einen FEinfluss? Ist ihr als zentrale Regulationseinheit des
stofflichen und zelluldren Austausches des ZNS in Zukunft moglicherweise eine
tragende Rolle bei der Pathogenese neurologischer und psychiatrischer

Erkrankungen zuzuschreiben?

Gelingt es in Zukunft beim Menschen durch gezielte medikamentose
Beeinflussung der BBB die immunologische Prisenz im ZNS zu steuern, um so
Krankheitsprozesse, die dort situiert sind, besser angehen oder verhindern zu

konnen?
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Trotz der Tatsache, dass das Phanomen der routinemifigen Patrouille des ZNS durch
Lymphozyten seit nunmehr 15 Jahren anerkannt ist, hat es bisher nur wenige Arbeiten
gegeben, die dies am menschlichen Gehirn untersuchten. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es, zu untersuchen, ob die Immuniiberwachung des gesunden humanen Gehirns mit
der jeweiligen Konfiguration der Blut-Hirn-Schranke unterschiedlicher Hirnareale
assoziierbar ist. Aulerdem standen die an der Immuniiberwachung beteiligten zelluldren

Komponenten des Immunsystems im weiteren Fokus der Arbeit.

Dazu wurde ein Patientenkollektiv aus der Normalhirnbank des Instituts fiir
Hirnforschung zusammengestellt. Als Regionen unterschiedlicher BBB-Konfiguration
wurden visueller Kortex, Medulla oblongata (ohne Area postrema) und die Area
postrema selbst, als Teil der zirkumventrikuldren Organe, gewihlt, histologische

Schnitte angefertigt und mit immunhistochemischen Methoden gefirbt.

Dabei zeigte sich, dass die Prdsenz von Immunzellen im visuellen Kortex
hochsignifikant geringer ausfiel als in den Hirnstammarealen. Hier konnten zunéchst
keine signifikanten Unterschiede zwischen Area postrema und der iibrigen Medulla
oblongata festgestellt werden. Erst nach Auswertung der CD8*-Lymphozyten unter
rdaumlich-anatomischen Gesichtspunkten war ersichtlich, dass die ventrale MO
hochsignifikant mehr Lymphozyten enthielt als die AP und dorsale MO.

Die in allen Regionen pridominant exprimierten Marker waren CD8 und CD3. CD20
war in nur sehr geringen Mengen, CD4 und Granzym B gar nicht nachweisbar. Eine
CD3/CD8-Doppelfiarbung konnte zeigen, dass CD3 und CDS8 nur teilweise koexprimiert
werden und dass neben CD3"/CD8"- auch CD3/CD8"- ebenso wie CD3"/CD8 -Zellen
im gesunden menschlichen Gehirn anzutreffen sind. MHC-II-Expression war in allen
untersuchten Geweben erwartungsgemall darstellbar, zeigte aber keinerlei signifikante
Korrelation mit irgendeinem der CD-Molekiile, was bedeutet der Mikroglia in dieser
Studie keine Einflussnahme auf den Grad der lymphozytiren Immuniiberwachung

nachgewiesen werden konnte.
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Aus diesen Ergebnissen lésst sich schlussfolgern, dass eine Assoziation zwischen BBB
und Immuniiberwachung zu existieren scheint. Die Blut-Hirn-Schranke stellt offenbar
eine entscheidende Determinante, ob eine Hirnregion weniger oder verstirkt
immunologisch iiberwacht wird, dar. Der Kortex mit seiner BBB-Konfiguration, die
Neuroprotektion und Homdoostase in den Vordergrund stellt, unterliegt nur spérlich dem
immunologischen  Screening der Lymphozyten. Die AP, als Teil der
zirkumventrikuldren Organe mit einer kommunizierenden, durchlidssigeren BBB, ebenso
wie die ventralen Anteile der MO mit ihren hormon-produzierenden Neuronengruppen
sind durch starke immunologische Pridsenz gekennzeichnet. Dies sind starke Indizien
dafiir, dass die Immuniiberwachung beim Menschen Blut-Hirn-Schranken abhiingig ist.
Anderen Variablen wie der lokalen Mikroglia-Dichte oder klinisch diagnostizierter
Sepsis konnten keine Einflussnahme auf die Lymphozytendichte im ZNS nachgewiesen
werden. Einzig zeigte sich ein leicht abnehmender Immuniiberwachungsgrad bei dlteren
Patienten.

Als Hauptakteure der zentralnervosen Immuniiberwachung beim Menschen konnten in
allen untersuchten Regionen CD3*/CD8* nicht-zytotoxische T-Zellen, CD37/CDS8"-
Zellen sowie doppelt-negative, CD3*-Zellen, die moglicherweise regulatorische DN T-
Zellen darstellen, identifiziert werden. Alle drei Zelltypen implizieren, dass die
Immuniiberwachung mehr ist, als die Suche nach einem potentiellen Antigen in einem
besonders kritischen Part des Organismus. Vielmehr zeigt sich hier der immun-
regulatorische, neuroregenerative Charakter des Immunsystems, dessen klinische
Bedeutung fiir immunmodulatorische Therapien von Autoimmunerkrankungen sowie in
der Transplantationsmedizin der Zukunft — glaubt man der aktuellen Studienlage — viel

grofer und weitreichender ist, als wir derzeit gemeinhin zu ahnen wagen.
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7. ANHANG

7.1 TABELLEN
Im Folgenden sind die Tabellen der lichtmikroskopischen Auszdhlung aller
angewendeter Antikorper aufgefiihrt. Dabei gehort stets ein Triplett aus Sehrinde, AP

und MO zu einem Fall. Alle Werte sind dabei in ,,Zellen pro 20 Zihlfelder* angegeben.

Tab. 5: Auszihlung des CD8-Antikorpers.

Antikorper | Lokalisation | perivaskulir parenchymal gesamt
CD8 Sehrinde 1,48 0,22 1,70
CD8 AP 3,00 5,00 8,00
CD8 MO 1,63 0,94 2,57
CD8 Sehrinde 2,90 0,14 3,04
CD8 AP 1,00 4,00 5,00
CD8 MO 5,54 2,17 7,71
CD8 Sehrinde 1,36 0,23 1,59
CD8 AP 1,00 2,00 3,00
CD8 MO 4,65 2,01 6,66
CD8 Sehrinde 1,34 0,16 1,50
CD8 AP 2,00 5,00 7,00
CD8 MO 7,03 1,41 8,44
CD8 Sehrinde 3,46 0,28 3,74
CD8 AP 5,00 5,00 10,00
CD8 MO 5,40 6,24 11,64
CD8 Sehrinde 5,98 0,66 6,64
CD8 AP 1,00 17,00 18,00
CD8 MO 7,69 4,09 11,78
CD8 Sehrinde 0,57 0,02 0,59
CD8 AP 0,00 4,00 4,00
CD8 MO 4,74 0,67 5,41
CD8 Sehrinde 3,80 0,13 3,93
CD8 AP 1,00 3,00 4,00
CD8 MO 5,74 0,95 6,69
CD8 Sehrinde 2,67 1,30 3,97
CD8 AP 3,00 4,00 7,00
CD8 MO 9,68 1,39 11,07
CD8 Sehrinde 1,39 0,06 1,45
CD8 AP 2,00 4,00 6,00
CD8 MO 4,93 1,01 5,94
CD8 Sehrinde 3,39 0,28 3,67
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CD8 AP 13,00 3,00 16,00
CD8 MO 11,66 3,37 15,03
CD8 Sehrinde 2,07 0,10 217
CD8 AP 2,00 3,00 5,00
CD8 MO 9,11 2,56 11,67
CD8 Sehrinde 1,28 0,33 1,61
CD8 AP 3,00 4,00 7,00
CD8 MO 3,94 5,65 9,59
CD8 Sehrinde 3,14 0,16 3,30
CD8 AP 10,00 16,00 26,00
CD8 MO 13,39 8,79 22,18
CD8 Sehrinde 2,07 0,19 2,26
CD8 AP 6,00 3,00 9,00
CD8 MO 7,47 1,56 9,03
CD8 Sehrinde 0,69 0,13 0,82
CD8 AP 6,00 8,00 14,00
CD8 MO 5,33 1,90 7,23
CD8 Sehrinde 3,71 1,34 5,05
CD8 AP 16,00 15,00 31,00
CD8 MO 15,21 6,75 21,96
CD8 Sehrinde 2,67 0,15 2,82
CD8 AP 1,00 2,00 3,00
CD8 MO 9,76 3,27 13,03
CD8 Sehrinde 1,45 0,14 1,59
CD8 AP 1,00 1,00 2,00
CD8 MO 4,12 0,75 4,87
CD8 Sehrinde 1,25 0,08 1,33
CD8 AP 0,00 2,00 2,00
CD8 MO 2,81 0,49 3,30
CD8 Sehrinde 0,55 0,05 0,60
CD8 AP 0,00 0,00 0,00
CD8 MO 2,52 0,19 2,71
CD8 Sehrinde 1,89 0,73 2,62
CD8 AP 5,00 1,00 6,00
CD8 MO 5,01 1,87 6,88
CD8 Sehrinde 2,27 0,09 2,36
CD8 AP 0,00 0,00 0,00
CD8 MO 3,51 0,22 3,73
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Tab. 6: Auszdhlung des CDS-Antikorpers in der MO nach ventralen und dorsalem
Abschnitt.

Ak Lokalisation perivaskulér parenchymal
ventral dorsal ventral dorsal
CD8 MO 1,72 1,28 1,01 0,68
CD8 MO 6,08 3,56 2,40 1,36
CD8 MO 5,32 3,06 2,23 1,50
CD8 MO 9,43 4,81 1,29 1,53
CD8 MO 7,21 4,29 9,69 4,14
CD8 MO 7,79 7,46 3,61 5,22
CD8 MO 13,63 5,11 0,97 1,88
CD8 MO 7,27 2,57 1,67 0,32
CD8 MO 15,55 8,31 4,94 2,02
CD8 MO 11,89 5,95 3,70 1,26
CD8 MO 4,08 3,68 6,92 3,24
CD8 MO 14,49 12,15 8,89 8,68
CD8 MO 9,17 4,92 1,70 1,35
CD8 MO 5,62 4,90 1,66 2,24
CD8 MO 16,47 14,30 7,46 6,23
CD8 MO 6,48 2,28 1,21 0,38
CD8 MO 2,35 2,62 0,19 0,19
CD8 MO 6,47 3,76 3,06 0,85
CD8 MO 4,57 2,17 0,39 0,00
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Tab. 7: Auszdhlung des CD3-Antikorpers.

Antikorper | Lokalisation | perivaskulir parenchymal gesamt
CD3 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD3 AP 0,00 0,00 0,00
CD3 MO 0,00 0,00 0,00
CD3 Sehrinde 1,67 0,00 1,67
CD3 AP 1,00 0,00 1,00
CD3 MO 4,33 1,00 5,33
CD3 Sehrinde 2,00 0,33 2,33
CD3 AP 0,00 4,00 4,00
CD3 MO 1,67 2,67 4,33
CD3 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD3 AP 0,00 0,00 0,00
CD3 MO 0,00 0,00 0,00
CD3 Sehrinde 3,00 0,67 3,67
CD3 AP 2,00 0,00 2,00
CD3 MO 5,33 1,67 7,00
CD3 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD3 AP 0,00 0,00 0,00
CD3 MO 0,00 0,00 0,00
CD3 Sehrinde 1,00 0,67 1,67
CD3 AP 2,00 4,00 6,00
CD3 MO 4,67 0,33 5,00
CD3 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD3 AP 0,00 0,00 0,00
CD3 MO 4,33 1,67 6,00
CD3 Sehrinde 3,33 1,33 4,66
CD3 AP 0,00 0,00 0,00
CD3 MO 1,00 0,33 1,33
CD3 Sehrinde 1,33 0,00 1,33
CD3 AP 1,00 1,00 2,00
CD3 MO 2,00 1,00 3,00
CD3 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD3 AP 8,00 6,00 14,00
CD3 MO 10,67 2,33 13,00
CD3 Sehrinde 3,33 1,00 4,33
CD3 AP 2,00 1,00 3,00
CD3 MO 2,00 0,33 2,33
CD3 Sehrinde 2,33 0,00 2,33
CD3 AP 0,00 2,00 2,00
CD3 MO 0,33 1,33 1,67
CD3 Sehrinde 5,33 0,67 6,00
CD3 AP 9,00 18,00 27,00
CD3 MO 9,00 10,33 19,33
CD3 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD3 AP 3,00 2,00 5,00
CD3 MO 1,33 0,67 2,00
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CD3 Sehrinde 1,00 0,00 1,00
CD3 AP 0,00 1,00 1,00
CD3 MO 0,00 0,00 0,00
CD3 Sehrinde 3,00 0,67 3,67
CD3 AP 0,00 0,00 0,00
CD3 MO 2,67 0,33 3,00
CD3 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD3 AP 0,00 0,00 0,00
CD3 MO 0,67 0,00 0,67
CD3 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD3 AP 0,00 0,00 0,00
CD3 MO 0,00 0,00 0,00
CD3 Sehrinde 1,00 0,00 1,00
CD3 AP 2,00 2,00 4,00
CD3 MO 2,33 0,33 2,67
CD3 Sehrinde 3,00 0,00 3,00
CD3 AP 2,00 0,00 2,00
CD3 MO 2,00 0,33 2,33
CD3 Sehrinde 11,00 0,00 11,00
CD3 AP 2,00 0,00 2,00
CD3 MO 3,67 1,67 5,33
CD3 Sehrinde 2,00 0,00 2,00
CD3 AP 0,00 0,00 0,00
CD3 MO 0,00 0,00 0,00
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Tab. 8: Auszihlung des CD20-Antikorpers.

Antikorper | Lokalisation | perivaskulir parenchymal gesamt
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 2,00 0,00 2,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 1,00 1,00 2,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,33 0,33 0,66
CD20 AP 0,00 3,00 3,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,67 0,33 1,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,33 1,00 1,33
CD20 Sehrinde 1,33 0,00 1,33
CD20 AP 0,00 3,00 3,00
CD20 MO 1,67 0,67 2,33
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,33 0,33 0,67
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,67 0,00 0,67
CD20 AP 2,00 0,00 2,00
CD20 MO 0,33 0,00 0,33
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,67 0,33 1,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 1,00 0,00 1,00
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 1,00 1,00
CD20 MO 1,67 0,33 2,00
CD20 Sehrinde 2,67 0,00 2,67
CD20 AP 0,00 1,00 1,00
CD20 MO 1,00 0,33 1,33
CD20 Sehrinde 0,67 0,33 1,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 1,33 0,00 1,33
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,33 1,00 1,33




7. ANHANG Seite 108
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,33 0,00 0,33
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
CD20 Sehrinde 0,00 0,00 0,00
CD20 AP 0,00 0,00 0,00
CD20 MO 0,00 0,00 0,00
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Tab. 9: Auszihlung des MHC II-Antikorpers.
Da es bei den MHC-II-Firbungen nicht um das Detektieren von Lymphozyten ging,

wurde auf eine Unterteilung in ,,parenchymal® und ,,perivaskulédr* verzichtet.

Antikorper | Lokalisation gesamt Lokalisation gesamt
MHC Il Sehrinde 15 Sehrinde 51
MHC I AP 5 AP 81
MHC I MO 58 MO 114
MHC Il Sehrinde 16 Sehrinde 9
MHC I AP 16 AP 52
MHC I MO 104 MO 56
MHC Il Sehrinde 58 Sehrinde 161
MHC I AP 30 AP 214
MHC I MO 110 MO 224
MHC Il Sehrinde 17 Sehrinde 54
MHC I AP 12 AP 46
MHC I MO 23 MO 103
MHC Il Sehrinde 80 Sehrinde 150
MHC I AP 193 AP 133
MHC I MO 210 MO 178
MHC I Sehrinde 18 Sehrinde 88
MHC I AP 16 AP 90
MHC Il MO 55 MO 101
MHC Il Sehrinde 38 Sehrinde 93
MHC I AP 6 AP 80
MHC I MO 37 MO 122
MHC Il Sehrinde 128 Sehrinde 38
MHC I AP 248 AP 152
MHC I MO 255 MO 101
MHC Il Sehrinde 364 Sehrinde 101
MHC I AP 514 AP 190
MHC Il MO 385 MO 170
MHC Il Sehrinde 145 Sehrinde 76
MHC I AP 138 AP 84
MHC I MO 184 MO 108
MHC Il Sehrinde 48 Sehrinde 179
MHC I AP 296 AP 220
MHC I MO 255 MO 193
MHC Il Sehrinde 96

MHC I AP 66

MHC I MO 122

Die Antikorper gegen CD4 und Granzym B lieferten negative Ergebnisse. Die Laminin-
und die Doppelfirbungen dienten der exemplarischen Darstellung und wurden daher

nicht ausgezahlt.
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