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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Mit dieser wissenschaftlichen Arbeit werden neuropathologische
Untersuchungsverfahren mittels immunhistochemischer Farbungen bei der priméren
Angiitis des zentralen Nervensystems (PACNS) hinsichtlich ihrer Aussagekraft
Uberpruft. Dazu werden die Farbungen der Zielproteine CD3, CD4 und CD20 zur
Darstellung spezifischer Lymphozyten und die Farbungen der Zielproteine CD68, IBA-
1 und TMEM119 zur Darstellung spezifischer Mikroglia verwendet. Untersucht werden
jeweils ein reprasentatives Gefal3 sowie ein Bereich der unmittelbar umliegenden
Region um das Gefal} in einer definierten Gro3e. Es finden Vergleiche zwischen bereits
durch eine Biopsie gesicherte PACNS und eine durch weitere klinische und
insbesondere bildgebende Verfahren gesicherte PACNS statt. Kontrollgruppen sind
Patienten mit Schlaganfallen anderer Genese als PACNS und anderen

inflammatorischen Erkrankungen.

Untersucht wird, ob sich ein spezifisches Expressionsprofil bei der Erkrankung PACNS
durch die verwendeten Zellmarker darstellen lasst, um gegebenenfalls sichere
Merkmale zur Diagnosestellung anhand der Biopsie identifizieren zu kénnen. Zudem
stellt sich die Frage, ob sich in den bioptisch negativ gewerteten, aber
klinisch/bildmorphologisch diagnostizierten PACNS Fallen spezifische Merkmale
darstellen lassen, die eine Diagnose anhand der Biopsie letztendlich doch mdglich

machen kdnnen.



2 Einleitung

Die primare (isolierte) Angiitis des ZNS (,Primary angiitis of the Central Nervous
System®/ ,PACNS®) ist eine seltene, inflammatorische Erkrankung unbekannter
Atiologie, welche ausschlieRlich BlutgefaRe des zentralen Nervensystems betrifft. Es
wird vermutet, dass es sich um einen primaren Prozess handelt (Sarti et al., 2020).
Manner sind doppelt so haufig betroffen wie Frauen und das
Durchschnittserkrankungsalter betragt ca. 50 Jahre (Salvarani et al., 2017). Bei
Kindern ist die PACNS die haufigste Ursache fur inflammatorische ZNS-Erkrankungen
(Twilt and Benseler, 2016). Die Liste moglicher Differentialdiagnosen ist lang und
beinhaltet unter anderem nicht-inflammatorische Vaskulopathien (insbesondere das
reversible Vasokonstriktionssyndrom), Infektionen (bspw. Varizella zoster),
demyelinisierende Syndrome, systemische Vaskulitiden (bspw. Granulomatose mit
Polyangiitis, eosinophile Polyangiitis, Polyarteritis nodosa etc.) und maligne
Erkrankungen (Birnbaum and Hellmann, 2009). Eine frihzeitige Diagnose und
Behandlung sind entscheidend und verringern das Risiko eines schwerwiegenden bis

letalen Verlaufs (Salvarani et al., 2017, Hajj-Ali and Calabrese, 2020).

Die klinische Prasentation umfasst unspezifische neurologische Symptome. Laut einer
Auswertung von Daten von 585 verdoffentlichten Féllen durch Sarti et al. gehéren zu
den Hauptsymptomen Kopfschmerzen, Schlaganfalle, kognitive Beeintrachtigung und
fokale neurologische Defizite. Weitere Symptome konnen Krampfanfalle,
Bewusstseinsstérungen und psychiatrische Stérungen sein (Sarti et al., 2020). Eine
Behandlung der Erkrankung erfolgt zumeist mit Glucocorticoiden und
Cyclophosphamid zur Induktion einer Remission gefolgt von einer aufrechterhaltenden

immunsuppressiven Therapie (Nehme et al., 2023b).

Die Erkrankung wurde erstmals in den 1950ern in einer post-mortem Analyse durch
Newman und Wolf und spater durch Cravioto und Feigin beschrieben (Hajj-Ali and
Calabrese, 2020, Cravioto and Feigin, 1959). Im Jahr 1988 definierten Calabrese und
Mallek erstmals Diagnosekriterien fir PACNS: 1. Das Vorhandensein nicht anders

erklarbarer neurologischer Symptome, 2. Anzeichen einer Vaskulitis in einer
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zerebralen Angiographie und/oder Gewebeuntersuchung und 3. Ausschluss einer
systemischen Vaskulitis oder anderer Erkrankungen, welche die klinische Symptomatik

erklaren konnen (Calabrese and Mallek, 1988).

Aufgrund neuerer Erkenntnisse wurden 2009 von Birnbaum und Hellmann neue
Diagnosekriterien eingefuhrt: 1.: Die Diagnose PACNS ist definitiv, wenn eine
Bestatigung in der Gewebeuntersuchung vorliegt. 2.: Die Diagnose PACNS ist
wahrscheinlich, wenn hochverdéchtige Veranderungen in einem Angiogramm oder
MRT bestehen und ein typisches Liquorprofil vorliegt (Birnbaum and Hellmann, 2009).
Hiermit wurde insbesondere versucht, eine Differenzierung zwischen der PACNS und
dem reversiblen Vasokonstriktionssyndrom zu berucksichtigen, welche sich
bildmorphologisch sehr &ahnlich prasentieren kdnnen. Diese Definition fand auch
Einzug in die PACNS-Leitlinie der European Stroke Organisation von 2023 (Pascarella
et al., 2023). Powers fordert gar, dass solche Patienten, welche keine Bestétigung in
der Gehirnbiospie erhalten haben, nicht die Diagnose PACNS erhalten sollen (Powers,
2015). Laut Rice and Scolding sei er mit dieser Ansicht aber weit entfernt von der
akademisch akzeptierten Meinung (Rice and Scolding, 2020).

Entsprechend der Definition umfassen die wichtigsten diagnostischen Verfahren
Gehirnbiopsien, bildgebende Verfahren und Liquoruntersuchungen. Gut bekannte
laborchemische Parameter wie CRP, BSG, rheumatische Antikorper sowie
oligoklonale Banden dienen nur zum Ausschluss von Differentialdiagnosen (Strunk et
al., 2019).

Typische angiographische Veranderungen manifestieren sich in der Regel in mehreren
zerebralen GefalRen. Haufig zeigen sich abwechselnd Bereiche mit
Gefallwandverengungen oder -verschlissen und Gefal3erweiterungen zahlreicher
zerebraler Gefal3e. Einzelne auftretende Veranderungen sind eher untypisch fir die
PACNS (Salvarani et al., 2017). Die Sensitivitat fir angiographische Veranderungen
variiert zwischen 40% und 90%, wéhrend die Spezifitat unter 30% liegt (Salvarani et
al., 2012). Fur die PACNS typische angiographische Veranderungen kdnnen auch bei
Vasospasmen, ZNS Infektionen, Lymphomen, zerebralen arteriellen Embolien und
Arteriosklerose auftreten (Salvarani et al., 2017). Auch in einer MRT zeigen sich mit

einer hohen Sensitivitat (90%-100%) und niedrigen Spezifitdt auffallige Befunde
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(Birnbaum and Hellmann, 2009). Die haufigsten MRT- Befunde bei PACNS zeigen
Infarkte, wobei Hamorrhagien seltener auftreten. Am haufigsten betroffen sind die
subkortikale weil3e Substanz, gefolgt von der kortikalen grauen Substanz, der tiefen
grauen Substanz, der tiefen weiRen Substanz und dem Zerebellum (Pomper et al.,
1999). Ein weiteres Diagnoseverfahren ist die MRT mit GefaBwanddarstellung (Black
Blood Imaging). Diese spezielle MRT-Technik verbessert die Visualisierung der
GefaBwande und kann Entzindungen oder Verdickungen der Gefallwande
identifizieren, die typisch fur die PACNS sind (Pfefferkorn et al., 2013, Arnett et al.,
2022, Kuker et al., 2008, Patzig et al., 2022). Neuroradiologische Befunde wurden
insgesamt nach Haufigkeit in Haupt- und Nebenbefunde unterteilt: Hauptbefunde
umfassen multiple parenchymale L&sionen, parenchymale oder meningeale
Kontrastverstarkungen, Gefal3veranderungen (einzelne oder multiple
Stenosen/Okklusionen) und GefalRwandkontrastverstarkungen. Zu den
Nebenbefunden gehdéren parenchymale oder subarachnoidale Hamorrhagien und

einzelne parenchymale L&sionen (Sarti et al., 2020).

Erganzend sollte eine Liguoruntersuchung durchgefiihrt werden. Eine leichtgradige
Pleozytose und Proteinerhéhung sind haufige (in 80% bis 90%) Veranderungen, die
Spezifitat ist allerdings gering (Birnbaum and Hellmann, 2009, Kraayvanger et al.,
2018). In einer Untersuchung an Patienten mit PACNS waren erhéhte
Leukozytenzahlen im Liquor mit einer Verschiebung hin zu einer Lymphozytose
assoziiert (Strunk et al., 2018).

Fur eine definitive Diagnostik gilt die Gehirnbiopsie als der Goldstandard (Birnbaum
and Hellmann, 2009, Salvarani et al., 2012, Hajj-Ali and Calabrese, 2014, Strunk et al.,
2019, Stoecklein et al., 2021). Allerdings weist auch dieses Verfahren nur eine
Sensitivitat zwischen 50% (Birnbaum and Hellmann, 2009), 63% (Miller et al., 2009)
und 71% (Calabrese and Mallek, 1988) auf. Es wird angenommen, dass falsch-
negative Biopsiebefunde unter anderem auf einen falschen Entnahmeort in gesundem
Gewebe zurlickzufuhren sind. So konnte bei Patienten mit unauffélligen Biopsien eine
weitere post-mortem durchgefiihrte Gewebeuntersuchung die Diagnose PACNS doch
bestétigen (Lie, 1992, Birnbaum and Hellmann, 2009).



Bei den Biopsien sollten optimalerweise Anteile sowohl von der Dura, den
Leptomeningen als auch vom darunter liegenden Kortex und der weil3en Substanz
entnommen werden. Die Biopsieentnahme in einer radiologisch auffalligen Region
erhoht die Sensitivitat der Biopsien. Sollte es keine fokale Lasion geben, sollte eine
Biopsieentnahme an der Temporallappenspitze der nondominanten Hemisphare

erfolgen (Parisi and Moore, 1994).

Die transmurale Inflammation mit einer Schéadigung der GefalRwand wird als
diagnostisch wegweisend fiir die Diagnose der Vaskulitis beschrieben (Miller et al.,
2009). Die histopathologischen Erscheinungsbilder umfassen eine granulomatdse
Vaskulitisform, welche sich durch das Vorhandensein von Granulomen und
Riesenzellen auszeichnet, eine lymphozytére Vaskulitisform, in welcher berwiegend
Infiltrationen durch Lymphozyten vorgefunden werden, sowie eine nekrotisierende
Vaskulitis (Miller et al., 2009). In einer Review-Analyse von Biopsie-gesichterten
PACNS Patienten zeigten sich am haufigsten die lymphozytare (49/76 (64,5%)), gefolgt
von der granulomatdsen (13/76, (17,1%)) und der nekrotisierenden Vaskulitis (3/76,
(3,9%)) (Lu et al., 2023). Die Vaskulitisformen kdénnen auch Uberlappend auftreten
(Giannini et al., 2012). Von manchen Autoren wird die Amyloid-B assoziierte Angiitis
als eine Untergruppe der PACNS beschrieben (Salvarani et al., 2015). Hierbei treten
neben der transmuralen GefalRinflammation Amyloid-g Ablagerungen auf (Moussaddy
et al., 2015).

Subtypen der PACNS werden anhand der Gefal3grol3e beteiligter Gefal3e in eine
.Klein“- und ,Gro3-Gefald“- Vaskulitis unterteilt (MacLaren et al., 2005). Es zeigte sich,
dass bei bioptisch gesicherten PACNS Fallen in der Angiographie haufig keine oder
nur geringe Auffalligkeiten vorhanden sind. Dies wurde darauf zuriickgefihrt, dass in
diesen Fallen Uberwiegend kleine Gefal3e betroffen sind. Im Gegensatz dazu sind bei
bildmorphologisch bestatigten Fallen haufig keine Auffalligkeiten in den Biopsien zu
sehen (Schuster et al., 2017, Thaler et al., 2019, Nehme et al., 2023a). Aus den
Befallsmustern dieser Subtypen ergeben sich auch unterschiedliche klinische

Erscheinungsbilder (de Boysson et al., 2017).

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Diagnosefindung der PACNS bei zwar

zahlreichen, aber nur wenig spezifischen Untersuchungsmethoden eine grol3e
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Herausforderung darstellt. Insbesondere die als Goldstandard geltende Gehirnbiospie
kann in vielen Fallen nicht die fir das Outcome des Patienten entscheidende
frihzeitige Diagnosestellung erbringen. Hinzu kommt, dass postoperative
Komplikationen nach Gehirnbiospie mit einer Auftretenswahrscheinlichkeit von 16%,
von welchen 4% als ernsthaft beschrieben werden, angegeben werden (Torres et al.,
2016). Dennoch rechtfertigt die hohe Fehlerquote klinischer Diagnosen, selbst unter
Einsatz bildgebender Verfahren, und die moglicherweise resultierende falsche
Langzeit-Immunsuppression, den Einsatz der Biopsie (Berlit and Kraemer, 2014,
Becker et al., 2017, Bhattacharyya and Berkowitz, 2016).



3 Material und Methoden

3.1 Patientenkohorte

Insgesamt wurden 28 Patientinnen und Patienten, welche in der Zeit zwischen 2010
und 2019 am Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf behandelt wurden, in die Studie
aufgenommen und in 4 Studiengruppen aufgeteilt: Bei der ersten Gruppe handelt es
sich um Patienten, welche primar anhand bildmorphologischer Kriterien die Diagnose
PACNS erhielten, bei welchen sich aber in einer neuropathologischen Untersuchung
einer Gehirnbiopsie kein morphologisches Korrelat zeigte. Diese werden in dieser
Studie als ,ipPACNS®, stehend fiur ,Imaging proven PACNS®, bezeichnet (n=7). Die
zweite Gruppe enthédlt Patienten mit der Diagnose PACNS, welche anhand der
Gehirnbiopsie bestatigt werden konnte. Diese werden in dieser Studie als ,bpPACNS®,
stehend fir ,Biopsy proven PACNS*, bezeichnet (n=7). Diese beiden Gruppen werden
jeweils mit folgenden Kontrollgruppen verglichen: Die dritte Gruppe besteht aus
Patienten, welche einen Schlaganfall aufgrund einer anderen Ursache als PACNS
erlitten (n=7) und die vierte Gruppe setzt sich aus Patienten zusammen, welche eine
inflammatorische Erkrankung des Gehirns anderer Atiologie als PACNS aufweisen
(n=7) (Siehe Tabelle 1).

Von jedem Patienten liegen Gehirnbiopsien vor, welche neuropathologisch mittels

mikroskopischer Untersuchungsverfahren analysiert wurden.

Die Patientendaten wurden fur die Studie anonymisiert. Die Auswertung erfolgte
ausschlieBlich an Materialen, bei welchen die klinischen Untersuchungen bereits

abgeschlossen waren. Weitere Farbungen erfolgten an archivierten Restmaterialen.
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3.2 Neuropathologische Untersuchungsverfahren

Wir fuhrten eine Immunhistochemie in formalin-fixiertem, paraffin-eingebetteten
Gehirnbiopsien durch. Die Immunhistochemie dient dem Zweck mittels Bindung
spezifischer Antikbrper bestimmte Gewebemerkmale zu identifizieren. Hierfir kbnnen
zum einen im Tier angezuchtete polyklonale Antikdrper gegen unterschiedliche Epitope
eines Antigens verwendet werden. Zum anderen kénnen in einer Zellkultur oder im Tier
produzierte spezifische monoklonale Antikérper angewandt werden. Die an die
gewebe- oder zellspezifischen Antigene gebundenen Antikorper lassen sich mittels
unterschiedlicher Methoden (Fluoreszenzfarbstoffen, Enzymen, partikularem Material
oder radioaktiven Isotopen) sichtbar machen. Das Gewebe wird mittels Formaldehyd
fixiert und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Hierdurch kdnnen viele

morphologische Details dargestellt werden (Glatzel, 2021).
Fur unsere Studie verwendeten wir folgende Antikorper:

Antikorper gegen
e “Human Cluster of Differentiation 3” (CD3) (Bestell-Nr.. M3074, Zytomed
Systems GmbH; Berlin, Deutschland)
e “Human Cluster of Differentiation 4” (CD4) (Bestell-Nr.: M7310, DAKO; Santa

Clara, USA)

¢ “Human Cluster of Differentiation 20” (CD20) (Bestell-Nr.: M0755, DAKO; Santa
Clara, USA)

e “Human Cluster of Differentiation 68” (CD68) (Bestell-Nr.: M0876, DAKO; Santa
Clara, USA)

e “Human lonized Calcium-binding Adaptor Molecule 1” (IBA-1) (Bestell-Nr.: 019-
19741, Fuijifilm; Tokyo, Japan)

e “Human Transmembrane Protein 119" (TMEM119) (Bestell-Nr.. HPA051870,
Sigma-Aldrich; St.Louis, MO, USA)

Die immunhistochemischen Marker wurden ausgewahlt, um spezifische Immunzellen
zu identifizieren und so gegebenenfalls ein Verteilungs- und spezifisches

Expressionsmuster herausarbeiten zu kénnen.

Bei CD3 handelt es sich um ein Rezeptorprotein, welches auf allen T-Zellen exprimiert
wird. Bei CD4 handelt es sich um ein Korezeptormolekil, welches durch eine

Unterkategorie der T-Zellen, die CD4+ T-Lymphozyten exprimiert wird. Im weiteren
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Verlauf kbnnen sich CD4+ T-Zellen in spezialisierte T-Zellen ausdifferenzieren. So
kobnnen sie beispielsweise als T-Helferzelle-17 (TH17) Zellen Interleukin-17
produzieren (Heimall, 2023). Bei CD20 handelt es sich um ein Phosphoprotein,
welches von allen ausgereiften B-Lymphozyten exprimiert wird (Aster, 2023).

CD68 und IBA-1 sind haufig verwendete Marker fir Mikroglia und je nach
Aktivitatsstadium unterschiedlich stark exprimiert. Das Protein IBA-1 wird sowohl auf
Monozyten als auch auf Mikroglia exprimiert und wird wahrend eines reaktiven
Prozesses hochreguliert (Ito et al., 2001). CD68 wird hauptsachlich auf Monozyten und
Makrophagen, aber auch auf Lymphozyten, Fibroblasten und endothelialen Zellen
(Gottfried et al., 2008) sowie auf Mikroglia exprimiert und bei entziindlichen Prozessen
hochreguliert (Wong et al., 2005). Die Expression des Transmembranproteins 119
(TMEM119) macht es mdglich, zwischen infiltrierenden Makrophagen und
hirnresidenter Mikroglia zu unterscheiden, da TMEM119 ein stabiler Marker
ausschlief3lich fur die residente Mikroglia ist (Bennett et al., 2016, Satoh et al., 2016).
In anderen neurologischen Erkrankungen konnten bereits Abweichungen im
TMEM119-Expressionsmuster im Vergleich zum Expressionsmuster anderer
Mikrogliaproteine (HLA-DR, CD68, IBA-1) nachgewiesen werden (Krbot et al., 2018).

Die Materialproben wurden zuné&chst unter dem Lichtmikroskop begutachtet. Ein
reprasentatives Gefal und die umliegende Region wurden mit dem NanoZoomer 2.0-
HAT (Hamamatsu Ltd., Hamamatsu, Japan) elektronisch mit 40facher VergréRerung

gescannt und digitalisiert.

Es erfolgte flir jeden Patienten und jede Farbung eine Auswertung sowohl des Gefal3es
als auch eines Ausschnittes (Genannt ,Feld®, ca. 0,1mmz2 bzw. ca. 235x430um) des

unmittelbar um ein Gefal3 umliegenden Gewebes.

Zur Quantifizierung der Farbungen CD3, CD4 und CD20 erfolgte eine manuelle
Zahlung der jeweils positiven Zellen. Zur Bestimmung des Ausmalies der
GefaRwandinfiltration wurden die durch eine gezeichnete zirkulare Linie geschnittenen
Zellen gezahlt und in Relation zur Lange der perimetrischen Linie gesetzt (gezéhlte

Zellen/ Perimeter in der GefaRwand).
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Um die Farbungen CD68, IBA-1 und TMEM119 auszuwerten, analysierten wir die
Intensitat des Immunsignals sowohl innerhalb der gesamten Gefallwand als auch
innerhalb der ausgewahlten umliegenden Region. Mit dem Analyse Programm ImageJ
(Version 1.52a, Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
USA) wurde die ,area fraction“ bestimmt. Dabei handelt es sich um den prozentualen
Anteil an markierten Pixeln, die oberhalb eines bestimmten Farb-Schwellenwertes

liegen.
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3.3 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte mittels der SPSS Statistic Software, Version 27 (IBM,
Armonk, NY, USA). Die Daten wurden auf eine Normalverteilung mittels des
Kolmogorov-Smirnov-Tests untersucht. Da sich keine Normalverteilung ergab, erfolgte
die statistische Analyse mittels des Kruskal-Wallis-Tests. Es erfolgte ein paarweiser
Vergleich zwischen den vier zu untersuchenden Gruppen. Das Signifikanzniveau

wurde auf a = 0,05 festgelegt.

Eine Ausnahme erfolgte beziglich der CD4 Farbung: CD4+ Zellen liel3en sich nicht
immer eindeutig darstellen bzw. als solche erkennen. Um moégliche Fehlzahlungen zu
relativieren, erfolgte eine semiquantitative Analyse der Farbungen durch eine

Rangerstellung. Folgende Einteilungen wurden dabei vorgenommen:

GefalRwand:

Zellen pro Perimeter

0 0

0 - 0,009 +
0,01-0,019 ++
0,02 - 0,029 +++
0,03 -0,039 ++++
0,04 - 0,049 +++++
0,05 -0,059 ++++++

Umliegendes Gewebe:

Zellen pro Feld

0 0
0-4 ¥
5-9 ++
10-14 et
15— 19 TR

14



4 Ergebnisse

4.1 Beschreibung der Studiengruppen

Eine Zusammenfassung der demographischen Daten, der klinischen Manifestationen
und der Befunde der Bildgebund, der Liquoranalyse und der Biopsie sind in der

nachfolgenden Tabelle (Tabelle 3) dargestellt.

Das haufigste Symptom der 14 Patienten mit PACNS war der Schlaganfall (12/14),
gefolgt von Kopfschmerzen (11/14), kognitiven Beeintrachtigungen (7/14) und
Krampfanfallen (4/14). 14/14 PACNS Patienten zeigten Auffalligkeiten in der
Bildgebung. Der Liquor Befund war aufféllig in 10/14 Fallen der Patienten mit PACNS.

Die haufigsten vorrangigen pathologischen Erscheinungsbilder in der Gruppe der
bpPACNS waren die lymphozytare (4/7), gefolgt von der granulomatdsen (2/7) und der
nekrotisierenden (1/7) Vaskulitis.

5/7 Biopsien aus der bpPACNS Gruppe wurden stereotaktisch gewonnen. Innerhalb

der ipPACNS Gruppe wurde keine der Biopsien stereotaktisch entnommen.
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Tabelle 1: Beschreibung der Studienkohorte

Demographische Daten, klinische Manifestation und Befunde

Gruppe/ Alter Klinische MRT Befunde Liquor Biopsie Befunde
Nummer Manifestation
Gruppe 1:
ipPACNS
1 48 Schlaganfall, Schlaganfall, Pleozytose, Fibrose,
Kognitive +Blackbloodimaging, Proteinerh6hung Astrogliose,
Beeintrachtigung, multiple Mikrogliose
Kopfschmerz, Gefallveranderungen
Krampfanfalle
2 59 Schlaganfall, Schlaganfall, Proteinerhéhung, Zeichen einer
Krampfanfalle +Blackbloodimaging, Intrathekale 1gG akuten Ischamie
multiple
Gefalveranderungen,
Parenchymale
Kontrastverstarkung
3 55 Schlaganfall, Schlaganfall, Pleozytose, T-lymphozytare
Kopfschmerz +Blackbloodimaging, Proteinerh6hung Reaktion im
multiple Gehirngewebe
Gefalveranderungen,
Parenchymale
Kontrastverstarkung
4 37 Schlaganfall, Schlaganfall, Pleozytose Keine
Kopfschmerz +Blackbloodimaging, pathologischen
multiple Auffalligkeiten
GefalRveranderungen
5 55 Schlaganfall, Schlaganfall, Normal Reaktive
Kopfschmerz +Blackbloodimaging, Veranderungen im
multiple Gehirngewebe
GefalRveranderungen
6 20 Schlaganfall, Schlaganfall, Normal Nekrose, Gliose,
Kopfschmerz +Blackbloodimaging, Resorptive
multiple Veranderungen
Gefallveranderungen
7 31 Schlaganfall, Schlaganfall, Proteinerh6hung Reaktive
Kognitive +Blackbloodimaging, Veranderungen im
Beeintrachtigung multiple Gehirngewebe
Gefalveranderungen,
Parenchymale
Kontrastverstarkung
Mittelwert:
43,57 + 14,58
Gruppe 2:
bpPACNS
8 39 Aphasie, Parenchymale Keine Pleozytose, Granulomatése
Rechtsseitige Kontrastverstarkung T2- keine Vaskulitis
Hemiparese, Hyperintensitaten links >  Proteinerhéhung,
Hemianopsie rechts Intrathekal IgA>IgM,
Oligoklonalbanden
9 29 Krampfanfalle, Parenchymale Normal T lymphozytare
Kopfschmerz Kontrastverstarkung, Vaskulitis
Massenlasion
10 52 Schlaganfall, Parenchymale Normal T lymphozytare
Kopfschmerz, Kontrastverstarkung, Vaskulitis
Krampfanfalle, Schlaganfall
Kognitive
Beeintrachtigung
1 47 Kopfschmerz, Parenchymale Pleozytose, Tund B
Kognitive Kontrastverstarkung Proteinerhéhung, lymphozytare
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Beeintrachtigung Intrathekales 1gG Vaskulitis
12 38 Schlaganfall, Parenchymale Pleozytose, Nekrotisierende
Kopfschmerz, Kontrastverstarkung Proteinerh6hung Vaskulitis
Kognitive
Beeintrachtigung
13 49 Schlaganfall, Parenchymale Proteinerhéhung, Tund B
Kopfschmerz, Kontrastverstarkung, Intrathekale 1gG lymphozytare
Kognitive Massenlasion Vaskulitis
Beeintrachtigung
14 23 Schlaganfall, Parenchymale Pleozytose, Granulomatése
Kopfschmerz, Kontrastverstarkung Proteinerhéhung, Vaskulitis
Kognitive Intrathekale IgG
Beeintrachtigung
Mittelwert:
39,57 + 10,71
Gruppe 3:
Schlaganfall
15 56 Schlaganfall, Schlaganfall, multiple Pleozytose Reaktive
Kopfschmerz Gefallveranderungen Veranderungen
16 68 Schlaganfall, Unbekannt Unbekannt Zeichen von
Krampfanfalle subakuten
ischamischen
Veranderungen
17 75 Schlaganfall, Schlaganfall Unbekannt Zeichen von
Krampfanfalle subakuten
ischamischen
Veranderungen
18 39 Schlaganfall Schlaganfall Unbekannt Kortex ohne
pathologische
Veranderungen,
Pathologische
Veranderungen in
den Leptomeningen
19 47 Schlaganfall Schlaganfall Pleozytose Keine signifikanten
Veranderungen
20 48 Schlaganfall Schlaganfall Unbekannt Resorptive
Veranderungen
21 47 Schlaganfall Schlaganfall, Blutung Unbekannt Nekrose, Gliose,
Resorptive
Veranderungen
Mittelwert:
54,29 + 12,91
Gruppe 4:
Inflammation
22 20 Schlaganfall Schlaganfall, Susac Erhohtes Protein Keine
Syndrom-Muster pathologischen
Auffalligkeiten
23 32 Krampfanfalle, ADEM-ahnliche Pleozytose Lymphozytare und
Kognitive Auffalligkeiten Makrophagen
Beeintrachtigung Infiltration, Gliose
24 46 Krampfanfalle Parenchymale Normal Gliose,
Lasionen, Rasmussen- Lymphozytére
ahnliches Muster Infiltration
25 64 Kognitive Lymphom &hnliches Pleozytose, T- und B-Zell
Beeintrachtigung Muster Proteinerh6hung Infiltration,
Granulomatdse
Inflammation,
Resorptive
Reaktion
26 49 Kognitive Parenchymale Lasionen Pleozytose Nekrose, Reaktive
Beeintrachtigung mit Kontrastverstarkung Astrogliose,
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27 45
28 47
Mittelwert:
43,29 + 13,88

Unspezifische
Veranderungen

Spastische
Paraparese

Multiple Sklerose Pleozytose
ahnliches Muster

Sarkoidose ahnliches Pleozytose
Muster, Myelitis

Lymphozytére
Infiltration

Gliose,
Demyelinisierung,
Makrophagen- und
lymphozytare
Infiltration

Granulomatdse
Inflammation
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4.2 Farbungen

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen reprasentative Falle zu jeder Farbung.
Dargestellt werden das ausgewahlte Areal mit Markierung des quantifizierten
umliegenden Gewebes in 10-facher VergroRerung, sowie das quantifizierte Gefal3 in
40-facher VergroRerung und das umliegende Gewebe in 40-facher Vergrof3erung in

genannter Reihenfolge.
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Abbildung 4

IBA-1
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Abbildung 5
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TMEM119

iPPACNS

bpPACNS

Schlaganfall

Entziindlich

Abbildung 6
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4.3 Statistische Analyse

4.3.1 CD3
CD3 Gefall
120 Tabelle 2: Statistische Auswertung CD3
* Gefaly
100 .
I Kruskal-Wallis-Test
§ J0ED p-Wert
=
[T}
o ipPPACNS — bpPACNS 0,005
nQ_ 060
s @ ipPACNS — Schlaganfall 0,793
S 040
o | ipPPACNS — Entziindlich 0,067
020 bpPACNS - Schlaganfall 0,002
000 ﬁ I bpPACNS — Entziindlich 0,326
' ipPACNS bpPACNS  Schlaganfall Entzindlich
Schlagfanfall — Entzundlich 0,036
Boxplotdarstellung; o: AusreiRer; *: Extremer AusreiRer
Abbildung 7

Eine Infiltration mit CD3+ Zellen in den GefalRwanden war in der Gruppe der ipPACNS
selten und wenn, dann nur in geringer Anzahl vorhanden. In der bpPACNS Gruppe
hingegen gab es in allen Fallen eine GefalRwandinfiltration mit CD3+ Zellen. Ein
einzelner statistischer Ausreil3er zeigte die starkste Infiltration im Vergleich zu allen
Gruppen. Insgesamt ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der
GefaBwandinfiltration mit CD3+ Zellen zwischen den beiden PACNS Gruppen (p =
0,005).

In der Schlaganfallgruppe wurden kaum entsprechende Infiltrationen festgestellt. Somit
ergab sich im Vergleich zur bpPACNS Gruppe ein statistisch signifikanter Unterschied
(p = 0,002). Im Vergleich zur ipPACNS ergab sich kein statistisch signifikanter

Unterschied (p = 0,793). In der Inflammationsgruppe zeigte sich insgesamt die héchste
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Varianz und es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zu den
jeweiligen PACNS-Gruppen (p = 0,067 bzw p = 0,326).

CD3 Umliegende Region

Tabelle 3: Statistische Auswertung CD3
80 Umliegende Region
Kruskal-Wallis Test
=]
3 p-Wert
s ipPACNS — bpPACNS <0,001
o
% * iPPACNS — Schlaganfall 0,439
(=]
ipPACNS — Entziindlich 0,007
20
bpPACNS - Schlaganfall 0,006
bpPACNS - Entziindlich 0,420
0 = =
ipPACNS bpPACNS  Schlaganfall  Entzndlich Schlaganfall — Entziindlich 0,053

o . .
Boxplotdarstellung; . Ausrei3er; *: Extremer AusreiRer

Abbildung 8

In der Gruppe der ipPACNS wurde nur in einem Fall eine CD3+ Zelle im umliegenden
Gewebe um ein Gefal} festgestellt. In der Gruppe der bpPACNS konnten hingegen bei
allen Proben CD3+ Infiltrationen im umliegenden Gewebe festgestellt werden. Der
Unterschied war somit statistisch signifikant (p = <0,001). Zudem gab es in dieser

Gruppe die grofdte Varianz und die maximale absolute Anzahl an Zellen.

In der Schlaganfallgruppe gab es keine oder nur vereinzelte CD3+ Zellen im
umliegenden Gewebe. Sie wies somit keinen statistisch signifikanten Unterschied zur
Gruppe der ipPACNS auf (p = 0,439). Im Vergleich zu bpPACNS wurden dort aber
statistisch signifikant weniger Zellen nachgewiesen (p = 0,006). In der
Inflammationsgruppe zeigten sich statistisch signifikant mehr CD3+ Zellen im
umliegenden Gewebe als in der ipPACNS Gruppe (p = 0,007). Keinen statistisch
signifikanten Unterschied gab es im Vergleich zur bpPACNS Gruppe (p = 0,42).
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4.3.2 CD4
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Tabelle 4: Semiquantitative Analyse CD4 Gefal3

ipPACNS | bpPACNS | Schlaganfall | Entzindlich
0 7 2 5 3
+ 1 1
++ 2 1 2
+++ 1 1
++++
+++++
++++++ 1
n 7 7 7 6

In der Gruppe der ipPACNS wurden keine CD4+ Zellen in der Gefalwand gesehen. In

der Gruppe der bpPACNS wurden insgesamt die meisten CD4+ Zellen gesehen, es

gab aber auch zwei Falle ohne Nachweis CD4+ Zellen. In der Schlaganfallgruppe
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wurden in 2 Fallen vereinzelt CD4+ Zellen in der Gefallwand nachgewiesen, bei der

Mehrheit konnten aber keine nachgewiesen werden. In der Inflammationsgruppe gab

es sowohl keine als auch Nachweise vereinzelter CD4+ Zellen.

100

Prozent

80

60

40
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ipPACNS

Abbildung 10

bpPACNS

CD4 Umliegende Region

4+
+++

W+
Mo

Schlaganfall Entziindlich

Tabelle 5: Semiquantitative Analyse CD4 Umliegende Region

ipPPACNS | bpPACNS | Schlaganfall | Entzindlich
0 5 1 5 1
+ 2 4 1
++ 1 1 3
+++ 1 1
++++ 1
n 7 7 7 6
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In der ipPACNS Gruppe wurden in der Mehrheit der Falle keine CD4+ Zellen im
umliegenden Gewebe nachgewiesen. In zwei Fallen waren vereinzelt CD4+ Zellen im
Gewebe. In der Gruppe der bpPACNS gab es sowohl kein als auch ein vereinzeltes
Auftreten von CD4+ Zellen im umliegenden Gewebe. In einem Fall gab es eine hdhere
Anzahl von CD4+ Zellen. In der Schlaganfallgruppe gab es in den meisten Fallen
keinen Nachweis von CD4+ Zellen im Gewebe, in zwei Fallen konnten einige Zellen
nachgewiesen werden. In der Gruppe der entzindlichen Gehirnerkrankungen kamen
sowohl keine als auch vereinzelte sowie einige CD4+ Zellen im umliegenden Gewebe

vor.
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4.3.3 CD20

Tabelle 6: Statistische Auswertung

CD20 Gefal CD20 GefaR
150

Kruskal-Wallis Test

p-Wert
100 ipPACNS — bpPACNS <0,001
ipPPACNS — Schlaganfall 0,244
ipPPACNS — Entziindlich 0,090

bpPACNS - Schlaganfall 0,016

Zellen Pro Perimeter

050
bpPACNS - Entzindlich 0,061

— Schlaganfall - Entzindlich 0,596

I @

ipPACNS bpPACHS  Schlaganfall Entzundlich

000

o . .
Boxplotdarstellung; . Ausreiler; *: Extremer AusreiRer

Abbildung 11

In der Gruppe der ipPACNS konnten keine CD20+ Zellen nachgewiesen werden. In
der Gruppe der bpPACNS war die Streuung der Vorkommenshéaufigkeit insgesamt am
grofdten. Der Unterschied zwischen den beiden PACNS Gruppen war statistisch
signifikant (p = <0,001).

In der Schlaganfallgruppe wurden in den meisten Fallen keine CD20+ Zellen
nachgewiesen. Das Vorkommen war statistisch signifikant niedriger als in der Gruppe
der bpPACNS (p = 0,016). Im Vergleich zur ipPACNS Gruppe ergab sich hier kein
statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,244).

Auch in der Inflammationsgruppe konnten in manchen Fallen keine CD20+ positiven
Zellen nachgewiesen werden. Insgesamt ergab sich hier dennoch kein statistisch
signifikanter Unterschied sowohl zur bpPACNS als auch zur ipPACNS Gruppe (p =
0,09 bzw p = 0,061).
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Tabelle 7: Statistische Auswertung

CD20 Umliegende Region CD20 Umliegende Region

Kruskal-Wallis Test

p-Wert

Alle Gruppen 0,1

Zellen Pro Feld

IpPACNS bpPACNS  Schlaganfall  Entzindlich

o . .
Boxplotdarstellung; . Ausrei3er; *: Extremer AusreiRer

Abbildung 12

Im umliegenden Gewebe um ein Gefal3 wurden sowohl in der ipPACNS als auch in der
Schlaganfallgruppe keine CD20+ Zellen nachgewiesen. In der bpPACNS Gruppe
konnten in 3/7 Fallen vereinzelt Zellen nachgewiesen werden, in den weiteren Fallen
gab es keine Nachweise. In der Inflammationsgruppe gab es einen Ausreil3er, in allen

weiteren Féllen ergab sich auch hier kein Nachweis CD20+ Zellen.

Insgesamt gab es zwischen allen Gruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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4.3.4 CD68

CD68 Gefal
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Abbildung 13
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ipPACNS bpPACNS  Schlaganfall Entzindlich

Tabelle 8: Statistische
Auswertung CD68 Gefal

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert

Alle Gruppen 0,801

In allen Gruppen konnten CD68+ Zellen in der GefaRwand nachgewiesen werden. In

der Inflammationsgruppe zeigte sich die groRte Streuung. Statistisch signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen ergaben sich dabei nicht.
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CD68 Umliegende Region Tabelle 9: Statistische Auswertung
CD68 Umliegende Region

60,000
Kruskal-Wallis-Test

50,000 * p-Wert
ipPPACNS — bpPACNS 0,194
40000
8 ipPACNS — Schlaganfall 0,217
E
g 30,000 ipPPACNS — Entziindlich 0,069

bpPACNS - Schlaganfall 0,011
20,000

bpPACNS — Entzindlich 0,603
*

10,000 o Schlaganfall — Entziindlich 0,002

= Es <

ipPACNS bpPACNS  Schlaganfall Entzindlich

o . .
Boxplotdarstellung; . Ausrei3er; *: Extremer AusreiRer

Abbildung 14

In allen vier Gruppen konnten CD68+ Zellen im umliegenden Gewebe um ein Gefaf}
dargestellt werden. Zwischen den beiden PACNS Gruppen gab es keine statistisch
signifikanten Unterschiede (p = 0,194). Auch hier zeigte sich die grof3te Streuung in der
Inflammationsgruppe. Es ergaben sich dabei keine statistisch signifikanten
Unterschiede zu den jeweiligen PACNS Gruppen (p = 0,069 bzw. p = 0,603). In der
Schlaganfallgruppe fielen die Nachweise von CD68+ Zellen insgesamt am geringsten
aus und waren statistisch signifikant geringer als in der bpPACNS Gruppe (p = 0,011).
Im Vergleich zur ipPACNS Gruppe war der Unterschied allerdings statistisch nicht
signifikant (p = 0,217).
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4.3.5 IBA-1

IBA-1 Gefald
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Abbildung 15
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ipPACNS  bpPACNS  Schlaganfall Entzindlich

Tabelle 10: Statistische
Auswertung IBA-1 Gefal}

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert

Alle Gruppen 0,385

In allen Gruppen konnten IBA-1+ Zellen in der GefalBwand nachgewiesen werden. In

der Inflammationsgruppe zeigte sich die gréf3te Streuung. Es ergaben sich keine

statistisch signifikanten Unterschiede zwischen allen Gruppen.
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IBA-1 Umliegende Region
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Abbildung 16

Tabelle 11: Statistische Auswertung
IBA-1 Umliegende Region

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert

Alle Gruppen 0,338

In allen Gruppen konnten IBA-1+ Zellen im umliegenden Gewebe nachgewiesen
werden. In der bpPACNS Gruppe zeigte sich hier die grof3te Streuung. Es zeigten sich

keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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4.3.6 TMEM119

TMEM119 Gefan Tabelle 12: Statistische Auswertung
TMEM119 Gefal3

40,000

* Kruskal-Wallis-Test
30,000 p-Wert
E ipPACNS — bpPACNS 0,007
% 20,000 ipPACNS — Schlaganfall 0,165
5 ipPACNS — Entzlindlich 0,009

bpPACNS - Schlaganfall 0,198

10,000

bpPACNS — Entziindlich 0,947

00 — L Schlaganfall — Entziindlich 0,222
IpPACNS bpPACMS  Schlaganfall Entzindlich

o . .
Boxplotdarstellung; . Ausreiler; *: Extremer AusreiRer

Abbildung 17

In der Gruppe der ipPACNS konnte nur vereinzelt TMEM119 in den GefalRwanden
nachgewiesen werden. In der Gruppe der bpPACNS hingegen konnten im Vergleich
statistisch signifikant mehr TMEM119+ Zellen dargestellt werden (p = 0,007). Aber
auch hier gibt es in zwei Fallen keinen Nachweis von TMEM119.

Auch in der Gruppe der Schlaganfélle gab es vereinzelt TMEM119+ Zellen in der
GefalRwand. Der Unterschied zu den PACNS Gruppen war dabei nicht signifikant (p =
0,165 bzw. p = 0,198)

In der Inflammationsgruppe ergab sich eine ahnliche Verteilung wie in der bpPACNS
Gruppe ohne statistisch signifikante Unterschiede (p = 0,947). Im Vergleich zur
IPPACNS zeigte sich eine statistisch signifikant hohere Anzahl TMEM119+ Zellen in
der GefaRwand (p = 0,009).
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TMEM119 Umliegende Region
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Abbildung 18

Tabelle 13: Statistische Auswertung
TMEM119 Umliegende Region

Kruskal-Wallis-Test

p-Wert

Alle Gruppen 0,318

Im umliegenden Gewebe konnten in allen Gruppen TMEM119+ Zellen nachgewiesen

werden. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen.
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5 Diskussion

Die Diagnosefindung der PACNS stellt eine Herausforderung dar. Viele
Untersuchungen sind unspezifisch und die Biopsie als diagnostischer Goldstandard
weist nur eine unzureichende Sensitivitdt auf (Birnbaum and Hellmann, 2009). Das
neuropathologische Erkennungsmerkmal ist eine die GefaBwand zerstérende
entzundliche Reaktion (Pascarella et al., 2023). In dieser Studie erfolgte eine
systematische Auswertung verschiedener Gewebemarker an Gehirnbiopsien bei
Patienten mit der Diagnose PACNS im Vergleich zu Patienten mit einem Schlaganfall

oder einer anderen inflammatorischen Erkrankung.

In unserer Studie l&sst sich nachweisen, dass CD3+ Zellen in den GefalRwanden
betroffener Gefal3e bei bpPACNS-Patienten signifikant haufiger vorkommen als in den
GefalRwanden bei Patienten mit Schlaganféllen anderer Genese. Gleichzeitig zeigten
sich aber keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu Patienten mit anderen
inflammatorischen Erkrankungen des Gehirns. Ein erhohtes Vorkommen von CD3+
Lymphozyten in der GefalBwand ist somit typisch, allerdings nicht spezifisch fir die
PACNS.

Auch innerhalb der Gruppe der CD4+ T-Lymphozyten zeichnete sich ab, dass diese in
den GefaRBwanden der bpPACNS Patienten im Vergleich zur Schlaganfallgruppe
haufiger vorkommen ohne relevante Unterschiede zu der Gruppe der weiteren
entzundlichen Erkrankungen. Es erfolgte allerdings keine statistische Auswertung
CDA4+ Zellen.

Durch weitere Untersuchungen mittels ndherer Ausdifferenzierung von T-Lymphozyten
Subgruppen kénnten sich in  Zukunft gegebenenfalls noch spezifischere
Erkennungsmerkmale bei der PACNS herausarbeiten lassen. So wurden zum Beispiel
IL-17 produzierende CD4+- Zellen als dominante Zellen im Vergleich zu CD8+ T-Zellen
und Tyd-Lymphozyten im Liquor von Patienten mit PACNS im Vergleich zu
Schlaganfall-Patienten, bei denen eine Vaskulitis ausgeschlossen wurde, und auch im
Vergleich zu Patienten mit Riesenzellarteriitis sowie weiteren nicht-inflammatorischen

neurologischen Erkrankungen nachgewiesen (Thom et al., 2016).
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Ebenfalls konnten vermehrt CD20+ Zellen in den Gefal3wanden bei Patienten mit
bpPACNS im Vergleich zur Schlaganfallgruppe nachgewiesen werden. Statistisch
signifikante Unterschiede bei bpPACNS im Vergleich zu der Gruppe mit weiteren
inflammatorischen Erkrankungen fanden sich allerdings erneut nicht, sodass sich auch

hier kein spezifischer Unterschied fiur die PACNS ableiten lasst.

In einer Review Analyse Biopsie-bestatigter PACNS Falle konnten ebenfalls in 68,8%
CD3/4/8+ Zellen und in 34,4% CD20+ Zellen nachgewiesen werden (Lu et al., 2023).
Diese Studie unterstreicht den wichtigen Stellenwert sowohl der regelmaRigen
Anwendung der CD3-Farbung und ggf. weiterer T-Lymphozyten-Farbungen als auch
der bereits von Lu et al. vorgeschlagenen routinemafligen Anwendung der CD20-
Farbung in der Diagnostik bei PACNS (Lu et al., 2023). Unsere Daten zeigen zudem
den differentialdiagnostischen Nutzen beim Nachweis sowohl von T-Lymphozyten als

auch von B-Lymphozyten zur Abgrenzung eines Schlaganfalls anderer Genese.

Interessant ist der Nachweis von B-Lymphozyten auch zur Einordnung mdoglicher
klinischer Konsequenzen. So scheint eine CD20 Expression bei PACNS haufiger mit
wiederkehrenden Ereignissen verbunden zu sein (Lu et al., 2023). Auch vor dem
Hintergrund der potenziellen Anwendung von Rituximab als Therapeutikum bei PACNS
(Kraemer and Berlit, 2021), einem CD20 Antikdrper, erscheint die Untersuchung auf

ein Vorkommen von B-Lymphozyten sinnvoll.

In der Gruppe der ipPACNS-Patienten konnten nur vereinzelt CD3+- sowie CD4+ T-
Lymphozyten und CD20+ B-Lymphozyten in den GefaBwanden nachgewiesen
werden. Die Auftretenshaufigkeiten im Vergleich zu den Kontrollgruppen waren teils
statistisch nicht signifikant different und teils statistisch signifikant niedriger. Fir eine
Diagnosestellung PACNS ist dies entsprechend nicht hinreichend.

Die Untersuchungen des umliegenden Gewebes bei den Lymphozyten erbrachten
zwar bei den CD3+- Lymphozyten zwischen der bpPACNS- und Schlaganfallgruppe
einen statistisch signifikant haufigeren Nachweis, dies liel3 sich allerdings bei den
CD20+ B-Lymphozyten nicht darstellen. In der Gruppe der ipPACNS konnten im
Gewebe ebenfalls keine relevanten Lymphozytenzahlen festgestellt werden. Dies lasst

vermuten, dass eine gewisse paravasale Streuung der T- und B-Lymphozyten zwar
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vorkommen kann, es sich hierbei aber eher nur um einen begrenzten, lokalen Effekt

direkt im unmittelbaren Gewebe handelt.

Mikroglia sind die Immun- und Abwehrzellen des zentralen Nervensystems. Im
Gesunden sind Mikroglia insbesondere bei der Aufrechterhaltung der Homoéostase
sowie der Phagozytose von Metaboliten beteiligt. Bei einem Gehirnschaden werden
Mikroglia hochreguliert. Sie sind somit unter anderem entscheidend bei Verletzungen,
neurodegenerativen Erkrankungen, Schlaganféllen und Gehirntumoren beteiligt. Es
konnte zudem nachgewiesen werden, dass Mikroglia unterschiedliche Phanotypen mit
differenzierten Funktionen annehmen konnen.  Aus  unterschiedlichen
Aktivierungsmustern wiederum konnten Hinweise Uber die Genese bestimmter
Erkrankungen gefunden werden. So wurde beispielsweise in der Multiplen Sklerose
eine Uberaktivitat der Mikroglia beschrieben, welche zu einer Phagozytose des
hirneignen Myelins fuhrt. (Svahn et al., 2014, Nimmerjahn et al., 2005, Hendrickx et
al., 2017). Es konnte nachgewiesen werden, dass sowohl IBA-1 als auch CD68 durch
alle unterschiedlichen Mikrogliaphanotypen exprimiert werden konnen. Unterschiede
in der Signalstarke je nach Phanotyp kdnnen eventuell Rickschliisse auf den Status
der Immunaktivierung erlauben. So gibt es Hinweise darauf, dass IBA-1 vermehrt in
einer friheren Immunphase und CD68 hingegen stéarker durch aktivierte Mikroglia
exprimiert werden (Hendrickx et al., 2017).

Expressionen von CD68 und IBA-1 konnten in allen Gruppen sowohl in den
GefalRwéanden als auch im umliegenden Gewebe nachgewiesen werden. Im Vergleich
der bpPACNS-Gruppe zu den Kontrollgruppen zeigte sich lediglich ein signifikant
erhdhtes Vorkommen CD68+-Mikroglia bei bpPACNS im Vergleich zu Schlaganfallen
im umliegenden Gewebe. Dies spricht méglicherweise fir den zeitlich anhaltenden
inflammatorischen Prozess bei PACNS. Auch in anderen Studien wurde bereits auf
Grundlage eines Mikrogliaproteinexpressionsprofils ein zeitlich andauernder
inflammatorischer Prozess bei der PACNS vermutet (Mihnm et al., 2014). Zugleich muss
aber betont werden, dass sich dieser Unterschied in den betroffenen GefalRen selbst

nicht widerspiegelt.

Signifikante Unterschiede der IBA-1 Expressionsstarke zeigten sich zwischen keiner

Gruppe.
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Interessant ist, dass sich in der Gruppe der ipPACNS eine Expression von CD68 und
IBA-1 ohne einen signifikanten Unterschied zu den bpPACNS Fallen nachweisen lasst.
Dies kann darauf hindeuten, dass entziindliche Vorgange bei der PACNS auch in von
betroffenen Gefalien entfernteren Regionen bestehen und ertffnet die Mdglichkeit, bei
Ausschluss von Erkrankungen, welche mit einer ahnlichen deutlichen
Mikrogliaaktivierung wie z.B. dem Schlaganfall oder entztindlichen ZNS Erkrankungen,
diese PACNS typische Begleitreaktion auch bei nicht entziindlich veranderten Gefalien

als diagnostisches Kriterium fur die PACNS zu nutzen.

Eine Diagnosestellung unabhdngig von betroffenen GefaRen an Biopsien ware
insbesondere fur die Subgruppe der ,Gro3gefald-Vaskulitis“ ein groRer Gewinn, da eine

bioptische Sicherung an den betroffenen GefalRen erschwert ist.

Das Protein TMEM119, das durch die hirneigene Mikroglia exprimiert wird, liel3 sich in
den GefaRwanden in der Gruppe der ipPACNS nur vereinzelt nachweisen. In der
Gruppe der bpPACNS konnte es in den meisten Féllen in der Gefallwand
nachgewiesen werden. Es ergaben sich allerdings keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen dieser Gruppe und den Kontrollgruppen. Dennoch zeigt sich
eine Tendenz mit erhéhter Anzahl von TMEM119 in der PACNS Gruppe im Vergleich
zur Schlaganfallgruppe. Gegebenenfalls lasst sich mittels Analyse gro3erer Gruppen
ein signifikanter Unterschied herausarbeiten. Aufgrund des lokal begrenzten und nicht
systemischen Charakters der Erkrankung konnte zudem eine Untersuchung im
Vergleich zu sekundaren neurologisch manifestierten Vaskulitiden/Erkrankungen

interessant sein.

Zusammengefasst konnten wir mit dieser Studie insbesondere nachweisen, dass eine
Infiltration in die Gefallwande des erworbenen Immunsystems mit CD3+ und CD4+ T-
Lymphozyten aber auch CD20+ B-Lymphozyten ein Merkmal der PACNS zur
Unterscheidung zu Patienten mit Schlaganfallen anderer Genese darstellt. Eine
Mikrogliaaktivierung im umliegenden Gewebe in der Gruppe der ipPACNS lassen
zudem auf Entzindungsvorgdnge in nicht unmittelbar betroffenen Hirnregionen
rickschlieRen und bietet neue diagnostische Méglichkeiten. In allen Untersuchungen
zeigen weitere inflammatorische neurologische Erkrankungen eine hinsichtlich der

Zellverteilung  vergleichbare  Entzindungsreaktion wie bei PACNS. Ein
39



Alleinstellungsmerkmal durch die hier verwendeten Zellmarker lief3 sich fur die PACNS
nicht herausarbeiten, sodass die diagnostische Einordung einen genauen Abgleich mit

den klinischen Daten erfordert.

Diese Studie hat gewisse Limitationen: Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung gab es
nur eine begrenzte Anzahl an Fallen, welche unseren Kriterien entsprachen und in die
Studie aufgenommen werden konnten. Ein mdglicher Nachteil durch die Fixierung des
Gewebes in Formalin und Paraffin ist, dass durch eine Proteinvernetzung durch das
Formalin antigene Strukturen maskiert oder zerstért werden. Zudem ist die
Aussagekraft der Immunhistochemie sowohl von der Spezifitdt der verwendeten
Antikdrper als auch der Stabilitdt des zu untersuchenden Materials abhangig (Glatzel,
2021). Alle Falle aus der Gruppe der ipPACNS haben zudem nach den Kriterien von
Birnbaum und Hellmann nur die wahrscheinliche Diagnose PACNS erhalten (Birnbaum
and Hellmann, 2009), sodass ein Vorhandensein von Fehldiagnosen innerhalb dieser

Gruppe nicht auszuschliel3en ist.
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6 Zusammenfassung

6.1 Zusammenfassung auf Deutsch

Die primare Angiitis des Zentralen Nervensystems (PACNS) ist eine seltene
entzundliche Erkrankung, die ausschlief3lich die Blutgefal3e des Gehirns betrifft. Die
Diagnose ist schwierig, da die Symptome unspezifisch sind. Die Diagnose erfolgt durch
bildgebende Verfahren, Liquoruntersuchungen und Gehirnbiopsien. Die Gehirnbiopsie
gilt als Goldstandard, weist jedoch nur eine moderate Sensitivitat auf. In dieser Studie
erfolgt eine neuropathologische Analyse anhand von Gehirnbiopsien von PACNS
Patienten, welche zum einen bildmorphologisch und zum anderen durch eine
Gehirnbiopsie diagnostiziert wurden im Vergleich zu Patienten mit Schlaganfallen mit

anderer Ursache und Patienten mit anderer inflammatorischer Gehirnerkrankung.

Die Gehirnbiopsien wurden immunhistochemisch analysiert, wobei die Marker CD3,
CD4, CD20, CD68, IBA-1 und TMEM119 verwendet wurden. Die Auswertung erfolgte

mittels manueller Zahlung und ImageJ-Analyse.

Die Ergebnisse zeigen erhohte CD3+- und CD20+-Zellinfiltrationen bei bpPACNS
Patienten. Im Vergleich zu Schlaganfall-Patienten zeigen sich die gréRten
Unterschiede in Bezug auf die Expression dieser Zellen; hingegen konnten keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zu Patienten mit anderen inflammatorischen

Erkrankungen festgestellt werden.

Ein spezifisches Mikroglia-Expressionsmuster liel3 sich ebenfalls nicht nachweisen. Bei
CD68 und IBA-1 fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen mit bildmorphologisch (ipPACNS) und durch Gehirnbiopsie (bpPACNS)
diagnostizierten PACNS-Patienten. Dies konnte auf entzlndliche Prozesse in

Regionen hindeuten, die entfernter von den betroffenen Gefal3en liegen.

Die Studie betont die Herausforderungen der PACNS-Diagnose und weist auf
Limitationen hin. Weitere Forschung ist erforderlich, um spezifischere

Diagnoseanséatze zu entwickeln.
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6.2 Summary in English

Primary Angiitis of the Central Nervous System (PACNS) is a rare inflammatory
condition that exclusively affects the blood vessels of the brain. Diagnosis is
challenging due to nonspecific symptoms. It involves imaging techniques,
cerebrospinal fluid analysis, and brain biopsies. While brain biopsy is considered the
gold standard, it exhibits only moderate sensitivity. This study conducts a
neuropathological analysis using brain biopsies from PACNS patients diagnosed both
imaging based and through brain biopsy, comparing them to patients with strokes of
different causes and those with other inflammatory brain diseases.

Brain biopsies were immunohistochemically analyzed using the markers CD3, CD4,
CD20, CD68, IBA-1, and TMEM119. Evaluation was carried out through manual
counting and ImageJ analysis.

The results indicate increased CD3+ and CD20+ cell infiltrations in biopsy proven
PACNS (bpPACNS) patients. The most significant differences are observed in
comparison to stroke patients, while no significant variances were found compared to

patients with other inflammatory diseases.

A specific microglial expression pattern could not be detected either. No statistically
significant differences were found between the groups of PACNS patients diagnosed
by imaging (ipPACNS) and those diagnosed by brain biopsy (bpPACNS) with respect
to the markers CD68 and IBA-1. This could indicate that inflammatory processes occur
in regions farther away from the affected vessels.

The study underscores the challenges in PACNS diagnosis and highlights limitations.

Further research is necessary to develop more specific diagnostic approaches.
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8 AbkUrzungsverzeichnis

ABRA: Amyloid B - related Angiitis

bpPACNS: Biopsy proven Primary Angiitis of the Central Nervous System
BSG: Blutsenkungsgeschwindigkeit

CD3: Cluster of Dfferentiation 3

CD4: Cluster of Differentiation 4

CD20: Cluster of Differentiation 20

CD68: Cluster of Differentiation 68

CRP: C-reaktives Protein

IBA-1: lonized Calcium-binding Adaptor Molecule 1

IPPACNS: Imaging proven Primary Angiitis of the Central Nervous System
MRT: Magnetresonanztomographie

N.a.: Not available

PACNS: Primary Angiitis of the Central Nervous System

TH17: T-Helferzelle-17

TMEM119: Transmembrane Protein 119

ZNS: Zentrales Nervensystem
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14 Anhang

Der Anhang beinhaltet alle fur die Analyse verwendeten Abbildungen. Dargestellt
werden das ausgewahlte Areal mit Markierung des quantifizierten umliegenden
Gewebes in 10-facher VergroéfRerung, sowie das quantifizierte Gefal3 in 40-facher

VergroRerung und das umliegende Gewebe in 40-facher Vergrof3erung in genannter

Reihenfolge.
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