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1 Einleitung

1.1 Das zentrale Nervensystem

Das zentrale Nervensystem koordiniert die komplexe Funktionsweise des menschlichen
Organismus. Topographisch unterscheidet man zwischen dem peripheren (PNS) und
zentralen Nervensystem (ZNS), wobei Letztgenanntes in Gehirn und Rickenmark
unterteilt wird [123, 138, 180]. Im Wesentlichen besteht das Nervengewebe aus zwei
unterschiedlichen Zellarten [52, 91]. Wahrend die Nervenzellen oder Neurone(n) die
direkte Informationsverarbeitung und -weiterleitung untereinander tibernehmen, wird das
Ubrige Gewebe durch Gliazellen gebildet [91], die etwa die Halfte der Gesamtzellzahl
des ZNS ausmachen [6, 12, 13]. PNS und ZNS unterscheiden sich in der
Zusammensetzung der Gliazellen [91]. Unter dem Begriff der Neuroglia des ZNS werden
Makroglia, bestehend aus Astro- sowie Oligodendrozyten [86], und Mikroglia
zusammengefasst [10, 52, 91]. Jeder einzelnen Zellart kommen spezifische Aufgaben
zu [62]. Oligodendrozyten sind auf direkte Weise am Informationsaustausch und der
Reizweiterleitung beteiligt, indem sie lipidreiche [86] Myelinscheiden um Axone von
Nervenzellen bilden und eine schnelle sowie sichere Informationsweiterleitung von
Neuron zu Neuron ermdglichen [91, 167]. Astrozyten hingegen zeichnen sich durch ihre
ausgepragten, sternformig imponierenden Zellauslaufer aus [91, 186] und besitzen im
Gewebe eine Stitzfunktion [167]. Zudem tragen sie in Erganzung zum Kapillarendothel
durch ihre Beteiligung an der Blut-Hirn-Schranke (,blood brain barrier?, BBB) zur
Aufrechterhaltung der Homdéostase innerhalb des ZNS bei [34, 57, 86, 91]. Die strenge
Trennung des ZNS vom Blutkreislauf wird durch die BBB garantiert [1, 18, 74, 80], indem
sie als selektive Barriere und Transporter zwischen Blutbahn und Hirngewebe fungiert
[44]. So werden moglichst konstante Bedingungen fir das empfindliche Nervensystem
geschaffen [104] und ebenfalls zum immunologischen Schutz beigetragen [1]. Flr den
Organismus ist ein voll funktionsfahiges Immunsystem unverzichtbar [140]. Das ZNS
nimmt in dieser Hinsicht eine Sonderstellung ein [23]. Die BBB verwehrt den peripheren
Immunzellen unter physiologischen Bedingungen den Eintritt in das ZNS [185]. Zum
Aufbau eines wirksamen Schutzes gegen auRRere Eingriffe wird demnach ein eigenes
LJmmunsystem* bendtigt [186], dessen Hauptakteure die Mikroglia darstellen [77, 156].
Sie machen einen Anteil von bis zu 20 % der Gliazellen [15, 167, 186] sowie

schatzungsweise bis zu etwa 10 % der Gesamtzellzahl des ZNS [62, 117, 169] aus.



1.2 Die Mikroglia

Mikroglia gehdren zur Gruppe der Neuroglia und finden sich ubiquitér im Neuropil des
ZNS verteilt [97, 149]. Sie stellen die gewebsstandigen, residenten Makrophagen des
ZNS [11, 55, 62, 69, 72, 97, 162, 164, 172] als Teil des mononuklearen-phagozytaren
Systems (MPS) [23, 77] dar und repréasentieren das angeborene Immunsystem [41, 45,
98], indem sie u. a. immunregulatorisch wirken [69]. Mikroglia unterscheiden sich damit
hinsichtlich ihrer Funktion deutlich von den Ubrigen Gliazellen im ZNS [167]. Zeitgleich
kommt den Zellen eine ebenso wichtige Aufgabe in der Aufrechterhaltung der
Homdostase zu [69]. Mikroglia kénnen als Bestandteil des Neuropils von den tbrigen
Makrophagen des ZNS abgegrenzt werden, die im perivaskularen und meningealen
Raum sowie im Bereich der Plexus choroidei der Ventrikel zu finden sind [77, 112, 151,
206]. Das Verteilungsmuster der Mikroglia innerhalb einzelner Hirnareale scheint
variabel zu sein [11, 69, 108].

1.2.1 Historischer Hintergrund und Ursprung

Zu den ersten Beschreibungen der Mikroglia zahlt Nissls Beschreibung der
~stabchenzellen®, die er flr phagozytierende und bewegliche Neuroglia hielt [15]. Schon
zu Beginn des 20. Jahrhunderts galt es als erwiesen, dass das ZNS aus drei
verschiedenen Zelltypen bestehe. Cajal differenzierte erstmals das sog. ,dritte Element*
von Neuronen und Neuroglia [58, 68, 77]. Mittels einer Silberkarbonatimpragnierung
erbrachte schlie3lich Rio-Hortega 1932 den Nachweis, dass Cajals Element aus zwei
unterschiedlichen Abkdmmlingen bestehe [58, 174] und man Oligodendrozyten von
Mikroglia unterscheiden muisse [68]. Zudem gelang es ihm auf diese Weise, die
Zellmorphologie der Letztgenannten spezifisch darzustellen [97]. Rio-Hortega schrieb
den Mikroglia eine herausragende Rolle in der Immunabwehr des ZNS zu [186] und ging
von einem mesodermalen Ursprung aus [58, 97, 186]. Die Zellen wirden von
eingewanderten, meningealen Makrophagen abstammen [69] und sowohl zur
Phagozytose als auch Migration befahigt sein [68]. Im Verlauf wurde die Herkunft der
Mikroglia jedoch kontrovers diskutiert. Weitere Hypothesen gingen von einer
gemeinsamen Vorlauferzelle von Astrozyten und Mikroglia [58] und damit von einem
neuroektodermalen Ursprung der Zellen aus [45, 68, 69, 104]. Bereits 1933 sah man
einen moglichen Zusammenhang zum retikulohistiozytaren System (RHS) und einer
potenziell monozytaren Abstammung [68, 203]. Neuronale Zelluntergange wahrend der

Entwicklung des Nervensystems wurden als Anreiz fir Monozyten angesehen, in das



Gewebe einzuwandern und damit die Vorlaufer der spéateren Mikroglia zu bilden [69,
186]. Des Weiteren wurden Hypothesen aufgestellt, Mikroglia wiirden ursprunglich vom
subependymalen Gewebe der Seitenventrikel abstammen [68], aus dem perizytaren
Raum ins Hirngewebe einwandern oder sogar speziell aktivierte, modifizierte Perizyten
darstellen [132]. Nach heutiger Auffassung ist man sich weitestgehend einig, dass
Mikroglia mesodermalen Ursprungs sind und von Progenitorzellen abstammen, die
zunachst im Dottersack lokalisiert sind [45]. Im Mausmodell konnten Vorlauferzellen im
embryonalen Dottersack [7, 23, 67, 118, 172] nachgewiesen werden, die im Verlauf der
frihen Fetalperiode das ZNS besiedeln [68, 76, 201]. Angenommen wird, dass Mikroglia
vor Ort in situ proliferieren und sich letztlich im Verlauf der Entwicklung zu voll
funktionsfahigen Zellen differenzieren [7]. Je nach Entwicklungsstadium durchlaufen die
Zellen hierbei verschiedene Stadien [75]. Es wird angenommen, dass die Zellzahl der
langlebigen Mikroglia [11, 77, 150] uber die Lebensdauer des Individuums durch
Proliferation in situ annahernd konstant aufrechterhalten erhalten werden kann [11, 71,
76, 129].

1.2.2 Bau und Funktion der Mikroglia

Mittels unterschiedlichster Funktionen nehmen die Mikroglia nicht nur eine
herausragende Rolle in der Aufrechterhaltung der lebensnotwendigen Homdostase im
zentralnervésen Kompartiment ein. Sie stellen dariiber hinaus einen essenziellen
Bestandteil der Pathophysiologie des ZNS dar, indem ihnen insbesondere im Zuge
neuroinflammatorischer Prozesse eine entscheidende Rolle zukommt [185, 201].
Mikroglia sind befahigt, an ihrer Zelloberflache eine Vielzahl unterschiedlichster
Rezeptoren zu exprimieren, die es ihnen ermdglichen, sensitiv auf auf3ere Stimuli
reagieren zu kénnen. Sie gelten als die empfindlichsten Zellen des ZNS [11]. In enger
Interaktion mit dem neuronalen Netzwerk und den Ubrigen zentralnervésen Zellen [45]
sind Mikroglia in der Lage, ihre physiologischen Eigenschaften dynamisch an die jeweils
vorherrschenden Gegebenheiten anzupassen. Bereits wahrend der Entwicklung des
ZNS leisten sie einen entscheidenden Beitrag zur Modellierung und Entwicklung des
frihen Nervensystems sowohl im pra-, peri- als auch postnatalen Stadium [45, 112]. In
Gestalt von Makrophagen [23] sind sie im Stande, abgestorbene Nerven- und Gliazellen
sowie Zelldebris aus dem Hirngewebe zu entfernen [11, 62, 186]. Weiterhin kbnnen sie
sowohl das Uberleben als auch den Zelltod von Neuronen iber die Ausschiittung

bestimmter Botenstoffe [112] aktiv initieren [62, 112]. Im Zuge des sog. ,synaptic
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prunings” sind Mikroglia zudem im Stande, axonale Verbindungen modifizieren oder gar
[6sen zu konnen [11, 45]. Im Zusammenspiel mit Astrozyten [6] und im direkten
Zellkontakt zu ihrer unmittelbaren Umgebung tragen sie damit einen erheblichen Antell
zur neuronalen Plastizitat bei [23, 41, 75, 112, 129, 167, 197, 201]. Darlber hinaus
tragen perivaskular angesiedelte Mikroglia zur Unterstiitzung der Astrozyten, Perizyten
und des Kapillarendothels =zur Aufrechterhaltung der BBB bei [201]. Unter
pathophysiologischen Bedingungen sind Mikroglia im Zuge des sog. ,synaptic stripping“
im Stande, unbrauchbare und Uberfliissige Verbindungen zu geschadigten Neuronen
entfernen zu koénnen [11, 76, 98]. Mikroglia sind somit direkt in den Aufbau und die
Verschaltungen der Synapsen bzw. des gesamten ZNS involviert [75] und scheinen
daruber hinaus auch regulierend auf Neuro- und Angiogenese einwirken zu konnen [11,
201]. Im ausgereiften Nervensystem tibernehmen sie vorwiegend eine Uberwachungs-
und Kontrollfunktion [80, 139]. Im Zuge dessen weisen Mikroglia eine enorme
Heterogenitat und Diversitat auf [148]. Variable Zellkonformitaten als auch
unterschiedliche Gen- und Proteinexpression sind dabei Folge unterschiedlichster
Einflisse, die auf die Zellen einwirken. Hierzu zahlen neben Alterungsprozessen auch
jegliche physio- bzw. pathologischen Stimuli [11]. Diese Signale fiihren zu einer kontext-
spezifischen Aktivierung der Zellen, die wiederum u. a. mit morphologischen
Veranderungen der Mikroglia einhergeht [11, 45]. Folglich wurden in der Vergangenheit
sowohl funktionell als auch strukturell mehrere Subtypen der Mikroglia unterschieden
[77].

1.2.2.1 Ruhende Mikroglia

Unter physiologischen Bedingungen sind die Mikroglia im Neuropil des ZNS zwischen
Neuronen und Nervenfasern lokalisiert [139]. In diesem Zustand wurden sie deshalb
meist als ,resting microglia“ bezeichnet [98]. In der Literatur fand sich stellenweise auch
der Begriff des MO-Subtyps [115, 172] oder die Bezeichnung der ,surveilling microglia“
oder ,ramified microglia“ [11, 114]. Der Ausdruck ,ruhend” ist dabei jedoch irrefiihrend,
da sich die Zellen zu keinem Zeitpunkt in einem inaktiven Zustand befinden [97].
Nimmerjahn et al. konnten experimentell nachweisen, dass sich Mikroglia auch in
diesem Zustand dynamisch aktiv sind [139]. Resting microglia sind charakterisiert durch
einen kleinen Zellkérper [11, 97, 98] und einer Vielzahl von langen [75], beweglichen [11]
und verzweigten Zellauslaufern [23], die sich dreidimensional [150] in der direkten

Umgebung ausbreiten [98]. In welcher Form sich die Zellvorspriinge ausrichten ist u. a.
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von der Menge an Raum abhangig, der ihnen im Gewebe zur Verfiigung steht [186]. Sie
dienen der Kontrolle des Extrazellularraumes sowie des Neuropils [11, 46, 75, 97, 136,
139, 150, 159, 186]. Die Fortséatze reichen dabei ins Gewebe oder stehen im direkten
Kontakt zu benachbarten Gliazellen [45], Nervenzellen und Axonen oder Gefal3en [11].
Mikroglia sind durch ihre Zellauslaufer im Stande, innerhalb von Minuten (min) auf
Storungen der Homoostase zu reagieren, indem sie ihre Vorspriunge in Richtung der
betreffenden Pathologie oder des Stimulus hin bewegen [112, 139, 186] und mit ihrem
Zellkorper in Richtung eines potenziellen Parenchymschadens migrieren [112].

1.2.2.2 Aktivierte Mikroglia

Die Fahigkeit, jegliche Veréanderungen im ZNS detektieren zu kdnnen, erhalten die
Mikroglia durch die Vielzahl spezieller Rezeptoren und Transportern entlang ihrer
Fortsatze [11]. Die Zellen reagieren grundsatzlich auf Stimuli von aul3en, seien es
Pathogene [119] und Infektionen, Zellschaden wie bspw. infolge von Ischéamien,
Neuroinflammation, Traumata oder auch neurodegenerative Erkrankungen [15, 52, 77,
97, 104, 105, 117, 159, 182, 217]. Weiterhin konnten eine Vielzahl von Triggern bzw.
reizauslésenden  Substanzen identifiziert werden. Hierzu gehéren u. a.
Lipopolysaccharide (LPS) auf der Oberflache von Krankheitserregern, einzelne Proteine
wie bspw. B-Amyloid [119], Neurotransmitter, Plasmabestandteile [45] oder auch
Zytokine [52, 76]. Durch anschlieRende Rekrutierung von Mikroglia anderer
Hirnregionen kommt es zur Erhéhung der Zellzahl am Ort des Stimulus [94]. Wird die
BBB verletzt oder durchlassig kommt es zusétzlich zur Durchmischung der Mikroglia mit
peripheren Blutzellen, die unter pathologischen Bedingungen das Parenchym des ZNS
infiltrieren [76]. Grundséatzlich geht man davon aus, dass die Reaktion der Mikroglia auf
einer ,Aktivierung“ aus ihrem physiologisch ruhenden Zellstatus beruht. Nach
Aktivierung kommt es sowohl zu einer strukturellen Konformitdtsanderung der
Zellmorphologie als auch durch abweichende Genexpression bedingt zu einem
veranderten Aufbau der Zelloberflache, neuen Signalwegen [119] sowie der Produktion
unterschiedlichster Botenstoffe und Oberflachenmolekiile [150]. Der Ubergang in den
aktivierten Zustand charakterisiert sich klassischerweise durch ein Verkirzen der
Zellauslaufer [97, 186, 201] unter Ausbildung einer eher amoéboid imponierenden
Zellkonformitat [97, 119, 201] mit rundlichem Soma [182] bei weiterhin beweglicher Zelle
[107]. Die Aktivierung der Mikroglia lauft jedoch keineswegs immer identisch, sondern

scheint von vielen Faktoren abhangig zu sein. Einfluss nehmen u. a. sowohl die Art des
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externen Stimulus als auch dessen Intensitat. Je nachdem, welchem Reiz eine Zelle
ausgesetzt ist, kann eine Aktivierung zu einem pro- oder antiinflammatorischen Profil
und Subtyp der Mikroglia fihren [76, 93] und so Uber die Ausschittung verschiedener
Substanzen sowohl protektive als auch destruierende Effekte auf die direkte
Zellumgebung ausgetibt werden [182, 186]. Analog zur Einteilung von Makrophagen [94,
144] wurde infolgedessen zwischen zwei voneinander abzugrenzenden
Aktivierungszustdnden, namentlich dem M1- und M2-Subtyp, unterschieden [41, 150,
191]. Diese strikte Differenzierung in beide Subtypen wird in der jingeren Literatur
zunehmend diskutiert bzw. hinterfragt, jedoch ungeachtet dessen im Folgenden zur
Vollstandigkeit aufgefihrt.

1.2.2.2.1 M1-Mikroglia

Gemald der zundchst angenommenen Einteilung komme es im Zuge der sog.
.Klassischen Aktivierung® [40, 64] durch Ausbildung des M1-Subtyps [23] u. a. zur
Ausschittung  von freien  Sauerstoffradikalen [64, 182], Proteasen [23],
proinflammatorischen Zytokinen oder Tumornekrosefaktor-a [40, 98, 119]. Zudem fiihre
die Aktivierung zur Expression typischer Oberflachenmarker der M1-Mikroglia wie bspw.
CD80, CD86 [172] oder iNOS [117]. Die Ausschittung proinflammatorischer Substanzen
diene bspw. der Rekrutierung des peripheren Immunsystems, wenngleich es im Zuge
dessen auch zu neurotoxischen Effekten auf das Gewebe kommen kénne [40, 186, 191,
201]. Aufgrund des mitunter nicht unerheblichen pathologischen Einflusses der Mikroglia
auf das ZNS wurde davon ausgegangen, dass demnach unter physiologischen
Bedingungen ausreichend strikte Mechanismen zur Regulation der Zellen vorliegen
muissen [77, 150, 186]. Stdérungen dieser Kontrollinstanzen stehen laut Forschung im
Verdacht, mit unterschiedlichsten neurologischen Erkrankungen im Zusammenhang zu
stehen [186]. Als Hauptakteure in der Reaktion auf neuroinflammatorische Prozesse im
ZNS sind Mikroglia bewiesenermafien sowohl an akuten als auch chronischen [136],
neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt, die zwangslaufig mit zentralnervésen und
chronischen Entziindungsprozessen einhergehen [63, 112, 191]. Die Beteiligung an
Erkrankungen wie Depressionen oder Schizophrenie konnte mittlerweile belegt werden
[129]. Eine entscheidende Einflussnahme der Mikroglia im Rahmen von beispielsweise
der Parkinson-Krankheit [85, 157], der Demenz und Alzheimer-Krankheit [45, 129, 150,
186, 220], der Amyotrophen Lateralsklerose oder aber auch der Multiplen Sklerose [45,
76, 186, 206] sind Bestandteil der aktuellen Forschung. Weiterhin wird sich u. a. aktuell
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mit der Rolle der Mikroglia im Rahmen neuropathologischer Erkrankungen nach
Infektionen mit SARS-CoV-2 beschaftigt [196].

1.2.2.2.2 M2-Mikroglia

Proinflammatorischen Vorgangen folgt im Regelfall ein Stadium der Regeneration und
Reparation [40, 191]. Der M2-Subtyp der Mikroglia gehtére demnach zum in der Literatur
mitunter als ,alternative Aktivierung“ bezeichneten Stadium der Rekonstruktion [23] und
Immunsuppression [191]. Zu den Triggern dieses Subtyps wirden u. a. verschiedene
Interleukine wie IL-4, IL-10 [23, 206] oder IL-13 [87] zadhlen. Im Zuge der
Wiederherstellung der physiologischen Homdostase komme es zur Ausschittung
protektiver [201] und antiinflammatorisch wirksamer Substanzen wie Interleukinen und
Wachstumsfaktoren wie bspw. TGFB [40] und IGF-I [191]. Die Aufgaben der M2-
Mikroglia wurden u. a. in der Regeneration des Gewebes, der Unterdriickung und dem
Einddammen inflammatorischer Prozesse, der Phagozytose von Zellmaterial [23, 201]
sowie der Regeneration von BlutgefaRen nach Traumata [117] festgelegt. Als typische
Oberflachenmarker der M2-Zellen wurden u. a. Arginase 1 (Argl) [115, 191] sowie der
Mannose-Rezeptor CD206 [23, 172] erachtet.

1.2.3 Heterogenitat und Plastizitat der Mikroglia

Die beschriebenen Eigenschaften der Mikroglia zeigen deren immense Bedeutung und
zugleich weit gefacherte Funktion fir das ZNS auf. Die Aktivierung der Mikroglia und die
sich hieraus ergebenden Verénderungen in Bezug auf Phanotyp, Genexpression und
Funktion sind bis dato jedoch bei Weitem nicht vollstandig erforscht [61]. Die strenge
Kategorisierung in ,gut und bdse® und die Differenzierung beider Subtypen gilt geman
aktuellem Forschungsstand wie bereits thematisiert als weitgehend obsolet [39, 148,
161]. Laut Paolicelli et al. sollte die Einteilung der Mikroglia demnach keinem
,<dichotomen“ Schema folgen, sondern eher als ,dynamisches* Konzept im Zuge der
Erkenntnisse der fortlaufenden Forschung angesehen werden [148]. Untersuchungen
konnten zeigen, dass eine Vielzahl unterschiedlicher sowie kontext-spezifischer
Aktivierungszustande [11, 148] und Subtypen [181, 183] nebeneinander zu existieren
scheinen [61, 148, 215], die in Abhangigkeit ihrer Umgebung [39, 183] und des
vorausgehenden Stimulus voneinander unterschieden werden kénnen [201]. Paolicelli

et al. fassten dies jingst in ihrer Arbeit zur ,Nomenklatur der Mikroglia zusammen [148].
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Morphologisch und funktionell heterogene Subtypen werden bspw. bedingt durch das
Geschlecht sowie die direkten Umgebungsbedingungen der Mikroglia [11]. Weiterhin
scheinen Veranderungen der Zellmorphologie unter physiologischen Bedingungen nicht
nur infolge einer Aktivierung, sondern auch im Rahmen von Alterungsprozessen und
Degeneration aufzutreten. Die Mikroglia des ,gealterten ZNS* zeigen bspw. verkirzte
Zellfortsatze mit wenigen Verzweigungen [11]. Bei vergroRertem Zellkdrper und
zeitgleich verlangsamter Beweglichkeit der Zellauslaufer zeichnen sie sich u. a. durch
verminderte Phagozytoseraten aus [64]. Sie werden in der Literatur mitunter als
~dystrophic microglia“ bezeichnet [11, 114]. Unterschiedliche Phanotypen sind damit
nicht nur mit verschiedenen Aktivierungszustanden in Verbindung zu bringen.
Alterungsprozesse stehen zudem im Verdacht, neben Verdnderungen des Phénotyps
auch mit Funktionseinschrankungen der Mikroglia einherzugehen und folgend Einfluss
auf kognitive Prozesse wie die Gedachtnisleistung einzunehmen. Bisht et al.
beschrieben in ihrer Arbeit zudem einen weiteren Mikroglia-Subtyp, der maf3geblich
unter pathologischen Bedingungen auftreten soll [20]. Die sog. ,dark microglia“ erhielten
ihren Namen durch dunkel erscheinendes, kondensiertes Zytoplasma [11, 19, 20, 148].
Die aul3erst aktiven Zellen zeigen stark verzweigte [11], dinne Zellauslaufer und eine
zellulare Hyperaktivitat auf. Sie stehen im Verdacht, im Zusammenhang mit weiteren
pathophysiologischen Vorgadngen wie chronischem Stress, dem Altern oder auch
neurodegenerativen Erkrankungen gehauft aufzutreten [19] und direkten Einfluss auf
Umbauprozesse nehmen zu kénnen [20]. Augusto-Oliveira et al. unterschieden in ihrer
Arbeit schlie3lich zwischen zahlreichen Mikroglia-Formen und differenzierten zusatzlich
zwischen Subtypen des gesunden ZNS und morphologischen Unterformen unter
pathophysiologischen Bedingungen [11]. GemalR dieser Annahme reprasentieren
Mikroglia demnach einen Gliazell-Subtyp von enormer Heterogenitat und Plastizitat [11]

mit einer Vielzahl an Funktionszustanden [114].

1.2.4 Differenzierung der Mikroglia

Ein differenzierteres Verstandnis der Mikroglia durch fortlaufende Erforschung bietet das
Potenzial, Rickschliisse auf die zugrunde liegenden, potenziell pathologischen
Prozesse im ZNS ziehen und diese fiir therapeutische Zwecke nutzen zu kdnnen [39].
Um das Wissen Uber das menschliche ZNS erweitern zu kénnen, gilt es demnach, auch
die Mikroglia kontinuierlich weiter zu erforschen [62, 167, 201]. Unter zyto- und

histologischen sowie immunhistochemischen Gesichtspunkten ist die essenzielle
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Voraussetzung hierfur, die Mikroglia klar von den anderen Zellarten abgrenzen zu
konnen. Wie unter 1.2.1 bereits beschrieben, bediente man sich in der Vergangenheit
vor allem struktureller Eigenschaften, mittels derer es moglich war, die unterschiedlichen
Zellmorphologien unter Zuhilfenahme spezieller F&arbemethoden voneinander
abzugrenzen [201]. Heutzutage wird die Expression bestimmter Oberflachenmarker
genutzt, um Zellen mittels immunhistochemischer Verfahren spezifisch anfarben und
mikroskopisch eindeutig identifizieren zu kénnen [70, 201]. Darlber hinaus kdnnen
hiermit Aussagen zur Lokalisation und quantitativen Expression getroffen werden [201].
Sowohl die Unterscheidung der Mikroglia von anderen Zelltypen des ZNS als auch die
Abgrenzung der urspringlich angenommenen M1- vom M2-Subtypen erschien damit
bereits in der Vergangenheit von Interesse [94]. Eine genaue Differenzierung gegentiber
den weiteren ZNS-stéandigen Makrophagen und den unter pathologischen Bedingungen
von peripher eingewanderten Monozyten stellte sich bislang jedoch aufgrund erheblicher
Ahnlichkeiten und dem Fehlen spezifischer Oberflachenmarker problematisch dar [17,
23, 55, 73, 97, 112]. Monozyten, die sich im Verlauf zu Makrophagen differenzieren,
lassen sich rein morphologisch nicht mehr von améboid imponierenden Mikroglia
unterscheiden [117]. Abseits des Phanotyps betreffen die weiteren Gemeinsamkeiten
insbesondere auch die Expression bestimmter oberflachlicher Markerproteine wie u. a.
IBA-1[11, 73, 94, 201], P2Y12 [201], CD68 [73, 94] oder CX3CR1 [11, 117]. 2016 gelang
es schliel3lich einen Oberflachenmarker zu identifizieren, der es ermdglicht, Mikroglia
spezifisch anzufarben [17, 172]. TMEM119, auch als ,osteoblast induction factor“ (OBIF)
bezeichnet [94], stellt ein Transmembranprotein dar, das auf der Oberflache von
Mikroglia exprimiert wird, jedoch nicht bei weiteren Immun- oder zentralnervdsen Zellen
nachgewiesen werden konnte [11, 17, 201, 221]. Die genaue Funktion von TMEM119
bleibt bislang unklar [94], das Protein ermdglicht jedoch die spezifische Differenzierung
der ZNS-standigen Mikroglia [201]. TMEM119 zeigt sich bislang als zuverlassiger und
stabiler Marker zum immunhistochemischen Nachweis von Mikroglia in allen
Aktivierungsstadien [201], wenn auch unter bestimmten Umstanden herunterreguliert
[217]. In diesem Zusammenhang konnten in jlingster Vergangenheit bereits
immunhistochemische Untersuchungen mit TMEM119 am postmortalen Hirngewebe
durchgefiihrt werden, in denen die Reaktion der Mikroglia in Fallen eines nicht-
natirlichen Todes sowohl durch Intoxikation [24] als auch durch tédliche Schadel-Hirn-
Traumata (SHT) [27] untersucht wurden. Die Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass

durch TMEM119 ein Marker etabliert werden konnte, der das Potenzial besitzt, in
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weiterfuhrenden Untersuchungen zu Mikroglia im ZNS zu zuverlassigen Ergebnissen

fuhren zu kbénnen.

1.3 Der Liquor cerebrospinalis

Ein Teil des menschlichen ZNS wird durch ein Hohlraumsystem gebildet, welches auch
als Liquorraum bezeichnet wird. In diesem befinden sich durchschnittlich etwa 150 ml
des unter physiologischen Bedingungen Kklaren Liquor cerebrospinalis
(Zerebrospinalflissigkeit oder ,cerebrospinal fluid®, CSF) [218]. Der Grol3teil der CSF
wird in Abh&ngigkeit eines zirkadianen Rhythmus‘ von spezialisierten Epithelzellen des
Plexus choroideus gebildet [18, 155]. Das Flussigkeitsvolumen wird pro Tag rund viermal
ganzheitlich erneuert [218], zirkuliert fortlaufend und gelangt Uber spezielle
Zugangswege in den Subarachnoidalraum zwischen Arachnoidea und Pia mater [155],
der den auf3eren Anteil des Liquorraums bildet. Durch die Blut-Liquor-Schranke (,blood-
cerebrospinal fluid barrier”, BCSFB) wird in Erganzung der BBB des Kapillarendothels
eine strikte Trennung vom Blutstrom garantiert, sodass Substanzen lediglich gezielt Gber
die Grenze in oder aus dem ZNS transportiert werden kénnen [200]. Die CSF besteht
unter physiologischen Bedingungen hauptsachlich aus Wasser und beinhaltet &hnlich
dem Blutplasma verschiedene Substanzen und Molekile [218], jedoch anndhernd keine
zellularen Bestandteile [213]. Sowohl der mechanische Schutz als auch der Auftrieb des
Gehirns im Schéadel zahlen zu den wichtigen Aufgaben der CSF [155]. Aus der engen
raumlichen Nahe zum ZNS [26, 103, 142] erschlief3t sich die Einflussnahme auf
unterschiedlichste zentralnervése Vorgadnge und zudem auch die Maoglichkeit, Uber
klinische Untersuchungen der CSF Ruckschlusse auf pathologische Veranderungen des
Nervensystems ziehen zu kénnen [142, 218]. In der CSF nachweisbare Biomarker
kénnen bspw. Aufschluss Uber zentrale Tumorerkrankungen liefern, die durch eine
alleinige Untersuchung des Blutes nicht nachzuweisen sind [103]. Sowohl die BBB als
auch die BCSFB konnen im Rahmen pathologischer Prozesse beschadigt und in
Mitleidenschaft gezogen werden [57]. Infolgedessen kann es durch Leckagen oder eine
erhdhte Permeabilitat zum Ubertritt von Substanzen, Zellen und Zellbestandteilen in die
CSF kommen [14, 44]. Die Untersuchungen der CSF dienen dabei nicht nur dem
Erlangen von Erkenntnissen Uber pathologische Prozesse, sondern auch dem
Erforschen physiologischer Aspekte. In diesem Zusammenhang wird eine weitere

physiologische Funktion der CSF diskutiert, deren Grundlage auf dem ganzlichen Fehlen
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lymphatischer Abflusswege des ZNS basiert [89, 155]. Im Zuge dessen wird eine direkte
Verbindung der CSF zum Hirngewebe Uber periarterielle Eintrittswege der CSF in den
interstitiellen Raum des Neuropils vermutet [74, 89]. Dieser Mechanismus scheint
einerseits zur Flussigkeitshomoostase der interstitiellen Flussigkeit (ISF) beizutragen
[155]. Andererseits wird beruhend auf einem Zufluss der ISF zur CSF, mitsamt der darin
gelosten Stoffwechselprodukte, die Rolle der CSF als eine Art Entsorgungsweg fir
zentralnervose Abfallprodukte verdeutlicht. Ahnlich zum Lymphsystem der peripheren
Korperanteile wird hiermit die Akkumulation von Abbauprodukten im zentralnervosen
Neuropil durch eben jenen fortlaufenden Abtransport durch die CSF verhindert [18, 74,
89, 155]. Beruhend auf der Erkenntnis, dass fir den dargestellten Mechanismus auch
Astrozyten eine herausragende Rolle spielen, wurde in Anlehnung an das Lymphsystem
der Begriff des sog. ,glymphathic pathway“ etabliert [5, 89]. Funktionsstérungen des
glymphatic pathway scheinen demnach sowohl mit diversen neurologischen
Erkrankungen [18, 92] als auch dem physiologischen Alterungsprozess des ZNS

assoziiert zu sein [155].

1.3.1 Klinische Liquordiagnostik

Die Liquordiagnostik unter Kklinischen Aspekten ist neben der Bildgebung und
elektrophysiologischer Verfahren in der heutigen Medizin ein ubiquitar verbreitetes
Standardverfahren in der Diagnostik neoplastischer, degenerativer, inflammatorischer
sowie infektibser Erkrankungen des ZNS [53, 199]. Mittels Lumbalpunktion kénnen
unterschiedlichste diagnostische Parameter in der CSF gemessen werden.
Klassischerweise werden die Zell- und Erythrozytenzahl, Eiweil3gehalt und
Albuminquotient, Glukose- und Laktatgehalt, intrathekal gebildete Immunglobuline,
Antikbrper [202] sowie Biomarker [222] erfasst und eine Zelldifferenzierung
vorgenommen. Spezifische Verteilungsmuster der einzelnen Indikatoren kénnen im
Folgenden nicht nur Verdachtsdiagnosen bestatigen, sondern  sowohl
differentialdiagnostisch hilfreich sein als auch zum pathogenetischen Verstandnis
einzelner Erkrankungen beitragen [166]. Der Kern der klinischen CSF-Diagnostik ist die
Zytologie. Die sowohl qualitativen als auch quantitativen Analysen der in der CSF
enthaltenen Zellen kénnen wertvolle Hinweise auf physio- und pathologische Prozesse
im ZNS liefern.
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1.3.2 Postmortale Liquordiagnostik

Im Gegensatz zur weit verbreiteten Anwendung der Liquordiagnostik in der klinischen
Medizin stellt die postmortale Untersuchung der CSF bis dato lediglich eine Ergéanzung
zu den makro- sowie mikroskopischen Routineverfahren im Bereich der klassischen
forensischen Diagnostik dar. Anwendungsbereiche liegen oft in erganzenden
Untersuchungen zur Feststellung oder zum Ausschluss sog. funktioneller
Todesursachen und in Fallen mit plétzlichem Todeseintritt ohne fassbaren
makroskopischen Befund wéahrend der Autopsie [26, 122]. Die Festlegung einer
endgultigen Todesursache gelingt in solchen Fallen meist nur in Kombination aus dem
makroskopisch gewonnenen Aspekt der Obduktion und nachfolgenden zuséatzlichen
Untersuchungen. Hierzu gehéren neben histologischen und toxikologischen auch
stellenweise immunhistochemische Aufarbeitungen der Asservate [122]. In diesem
Zusammenhang erfahrt die postmortale CSF zunehmend mehr Aufmerksamkeit als
potenzielles postmortales Untersuchungsmedium in sowohl Diagnostik als auch
Forschung [24-27, 29, 146, 222]. Von Vorteil ist, dass sich die CSF bedingt durch ihre
von auleren Einflissen weitestgehend geschiitzte, anatomische Lage [26] mehrheitlich
unbeeinflusst von postmortalen Einflissen wie autolytischen Prozessen oder
Faulnisvorgéangen zeigt [25, 96]. Die Enthahme gestaltet sich im rechtsmedizinischen
Alltag zudem unproblematisch durch leichte Erreichbarkeit im Rahmen der
Schadeloéffnung und simpler Aspiration aus dem Ventrikelsystem bzw. durch
subokzipitale Punktion [25]. Wie bereits dargestellt, ermdglicht die exponierte Lage
gegeniber dem zentralnervésen Neuropil potenziell indirekten Aufschluss Uber
neuronale Vorgange sowie pathologische zentralnervése Prozesse, fur die es
makroskopisch keinen Anhalt geben muss [29]. Als stabiles Untersuchungssubstrat
bietet die CSF damit das Potenzial, die postmortale Routinediagnostik in erweitertem
Mafe erganzen zu kdénnen [25]. Unterschiedlichste Substanzen, darunter Hormone wie
Serotonin [135] oder biochemische Parameter [9] kamen bereits postmortalen Setting
zur Anwendung [3, 142, 143, 219, 222, 223]. Weiterhin kdnnen Biomarker, bspw. in Form
zellularer, mikrobieller oder struktureller Proteine, als Marker neuropathologischer
Prozesse angesehen werden [2, 143, 207, 216, 219, 223, 224]. Die Messung von z. B.
S100B wurde klinisch bereits eingesetzt, um das Outcome von Patient:innen mit
ischamischen Ereignissen oder auch die Schwere eines SHT besser einschatzen zu
kénnen [111, 142]. S100B konnte in Untersuchungen selbst mehrere Tage post mortem
in der CSF nachgewiesen werden, wenngleich mit tendenziell hdheren Werten als im

Vergleich zu Kklinischen Referenzbereichen [111, 142, 179]. Insbesondere in Bezug auf
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das SHT scheint die Forschung im Bereich der postmortalen Liquordiagnostik durchaus
verwertbare und wertvolle Erkenntnisse liefern zu kénnen [29, 111, 142, 222, 224]. Auch
anhand von Untersuchungen in Fallen vermeintlich todlicher Intoxikationen durch
korperfremde Substanzen konnten bereits vielversprechende Ergebnisse gewonnen
werden [24, 193], indem die Analyse der postmortalen CSF die Ergebnisse von
standardisierten, toxikologischen Analysen im Blut und anderen Asservaten erganzen,
wenn nicht sogar bestéatigen konnten [193]. Zudem ergaben sich Hinweise, dass solche
Untersuchungen auch bei bereits faulnisveranderten Leichen potenziell mdglich sein und
zur Findung der Todesursache beitragen konnten [147]. Ein weitgehend neues
Forschungsgebiet liegt in der Untersuchung der sog. ,metabolomics® im Hinblick auf den
Einsatz der CSF in der forensischen Diagnostik, den sogenannten ,neuroforensomics”
[26]. Mit dem Nachweis einzelner niedermolekularer Metabolite in der CSF durch
Flussigchromatographie in Kombination mit Massenspektrometrie (LC/MS) konnten im
direkten Vergleich verschiedener Todesursachen differenzierte Verteilungsmuster
festgestellt werden. Die Untersuchung der CSF auf diese wiederkehrenden
Verteilungsmuster bietet das Potenzial, durch den Nachweis bestimmter endogener
Stoffwechselprodukte zur Todesursachenfindung beitragen zu kénnen [26]. Ein weiteres
Einsatzgebiet bietet die biochemische Einschatzung des postmortalen Intervalls (PMI),
also der Zeit nach Eintritt des Todes bis zur Untersuchung bzw. Obduktion der
Verstorbenen [188, 213]. Eine exakte Einschatzung des Todeszeitpunkts ist anhand der
verfugbaren Untersuchungsmethoden bis dato nicht mdglich. Der Todeseintritt lasst sich
anhand konventioneller Verfahren zeitlich lediglich grob einschatzen und kann anhand
der zur Verfigung stehenden Parameter ebenfalls nur in einem begrenzten Zeitrahmen
erfasst werden [213]. Untersuchungen in diesem Zusammenhang ergaben mit
zunehmendem PMI einen erhdhten Proteingehalt [60] sowie eine Pleozytose in
postmortal enthommenen CSF-Proben gegenuber klinischen Referenzwerten [154,
213]. Als mdogliche Ursachen hierfir sind sowohl vermehrter Zelluntergang nach
Todeseintritt als auch eine steigende Permeabilitat der BBB in Betracht zu ziehen [60].
Die CSF bietet auch hier weiteres Potenzial fur die Erganzung der postmortalen
Diagnostik [188].

Immunhistochemische Verfahren spielen heutzutage nicht nur im Rahmen
unterschiedlichster klinischer Fragestellungen eine entscheidende Rolle, sondern
kamen ebenfalls bereits im Rahmen unterschiedlichster Fragestellungen am

postmortalen Gewebe zum Einsatz [27, 29, 51, 81]. Die immunzytochemische
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Aufarbeitung und Analyse der CSF wurde bislang jedoch nicht in die Routine der
forensischen Diagnostik integriert [25]. Wie jedoch vorausgehende Untersuchungen
bereits zeigen konnten, sollte die CSF als potenziell aussagekraftiges
Untersuchungsmedium nicht vernachlassigt werden. Die Immunzytochemie konnte
mithilfe von TMEM119 bereits den Nachweis intakter Mikroglia in der postmortalen CSF
erbringen. Wie die Zellen in die CSF gelangen und ob ein vitaler oder postmortaler
Prozess zugrunde liegt, ob der Ubertritt passiv erfolgt oder die Zellen aktiv in den
Subarachnoidalraum einwandern und was ihre genaue Funktion darstellen, bleibt

bislang noch unbeantwortet.

Unter dem Aspekt der immensen Bedeutung der Mikroglia in Bezug auf das ZNS und
der Vorteile, die die CSF mit leichter Erreichbarkeit und hoher Verfugbarkeit im
postmortalen Setting vereint, birgt die Kombination aus der Analyse der postmortalen
CSF auf Mikroglia unter Zuhilfenahme des Antikdrpers TMEM119 anhand etablierter
Verfahren der Immunzytochemie ein enormes Potenzial far
Untersuchungsmaglichkeiten und Erkenntnisgewinne im Bereich zentralnervdser

Prozesse.
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1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Der unter dem Abschnitt 1.2 bereits erdrterte Forschungsstand zur Mikroglia zeigt deren
immense Bedeutung in Bezug auf Prozesse innerhalb des ZNS sowohl unter
physiologischen als auch pathologischen Bedingungen. Vorausgegangene
Untersuchungen erbrachten bereits Hinweise darauf, dass geeignete Analysen
postmortaler CSF-Proben die Mdoglichkeit bieten, Rickschliisse auf zentralnervise
Vorgange ziehen zu konnen. Daruber hinaus konnten erste immunzytochemische
Untersuchungen das Vorliegen von Mikroglia in der postmortalen CSF nachweisen.
Insbesondere in Zusammenschau mit den vielversprechenden Ergebnissen der
postmortalen Liquordiagnostik bieten Untersuchungen der Mikroglia in der postmortalen
CSF ein auRRerordentliches Potenzial bei der Erforschung neuropathologischer
Vorgange. Inwiefern durch Bestimmung der Dichte der Mikroglia Rickschlisse auf
Prozesse innerhalb des GroRRhirngewebes und den Zustand des ZNS mdglich sind, sollte
in der vorliegenden Arbeit untersucht werden. Weiterhin sollten unterschiedliche
Parameter bezuglich ihres Einflusses auf die Zusammensetzung der postmortalen CSF

und insbesondere auf die Mikroglia-Profildichte analysiert werden.

Das Ubergeordnete Ziel der Arbeit war es, das Potenzial der postmortalen CSF als
Untersuchungsmedium herauszuarbeiten sowie die Dichte TMEM119-positiver
Mikroglia-Profile in der postmortalen CSF zu erfassen und mit den Ergebnissen der
Untersuchungen am Hirngewebe zu vergleichen. Grundsatzlich sollte die Bedeutung der
postmortalen CSF als Parameter zur Beurteilung neuropathologischer Prozesse

herausgearbeitet werden.
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2 Material und Methoden

Mithilfe  des  Mikroglia-spezifischen =~ TMEM119-Antikdrpers  wurden  sowohl
immunzytochemische Untersuchungen an postmortal entnommenen CSF-Proben
durchgefiihrt als auch immunhistochemische Farbungen der dazu korrespondierenden
Grol3hirngewebeproben von insgesamt 60 Fallen systematisch angefertigt. Der
spezifische Nachweis von TMEM119-positiven Mikroglia-Zellprofilen wurde zur
Dichtebestimmung in beiden Untersuchungsmedien genutzt. Es erfolgte die
anschlieBende Analyse der quantitativen Korrelation der TMEM119-positiven Mikroglia-
Profildichten der Zytospin-Préaparate der CSF-Proben und den jeweiligen ermittelten
Dichten der TMEM119-positiven Mikroglia-Profile in sowohl Kkortikalen als auch

subkortikalen Anteilen der Paraffinschnitte des Grof3hirns.

2.1 Ethikvotum

Das dieser Arbeit zugrunde liegende Ethikvotum der Universitat Wirzburg wird unter
dem Aktenzeichen AZ-203/15 geflhrt.

2.2 Material

2.2.1 Probenasservierung und Erstellung der Fallgruppen

Die in dieser Arbeit untersuchten Proben stammten aus postmortal enthommenen
Asservaten des Obduktionsgutes des Institutes fir Rechtsmedizin der Universitat
Wirzburg. Bertcksichtigt wurden diejenigen Falle, bei denen im Rahmen der Sektion
sowohl die Asservierung von CSF als auch von GroRhirngewebe im Zuge eines geringen
Verwesungs- oder Verletzungsgrades moglich war. Die zugehdrigen Sektionen fanden
im Zeitraum von 2018 bis 2019 statt.

Die Gruppeneinteilung in vier Fallgruppen erfolgte anhand der nachweisbaren Dichte an
TMEM119-positiven Mikroglia-Zellprofilen auf Grundlage der immunzytochemischen
Farbungen der postmortalen CSF-Proben. Weitere Fallparameter wurden hierzu
zuné&chst nicht beriicksichtigt. Die jeweiligen Entscheidungsgrenzen zur Zellprofil-Dichte

fur die Zuordnung zu den einzelnen Gruppen sind Tabelle 1 zu entnehmen.
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Tabelle 1: Einteilung der Fallgruppen anhand der TMEM119-positiven Zellprofile in der CSF

TMEM119-positive Mikroglia-Profildichte in den vier einzelnen Fallgruppen mit Angabe der jeweiligen
minimalen und maximalen Werte.

Fallgruppe Mittelwert der quantifizierten Zellprofile
stark positiv > 30

Positiv > 10 bis 30

schwach bis negativ 1 bis 10

negativ 0

2.2.2 Parameter

Die vorliegende Arbeit umfasst die Untersuchung von insgesamt 60 Féllen, die sich in
vier Fallgruppen zu je 15 Einzelfallen verteilten. Die weitere Datenerhebung erfolgte
anhand der im Rahmen der Sektion Ubermittelten Informationen zur Person,
Todesumstanden, Todes- bzw. Auffindezeitpunkt sowie der Todesursache laut
Todesbescheinigung und pramortalen Lebensumstdnden (bspw. Vorerkrankungen,
Medikamenteneinnahme etc.). Die Datenweitergabe erfolgte tUber die Ermittlungsakte
sowie die bei Sektion anwesenden Sachbearbeiter:innen der jeweils zustandigen
Ermittlungsbehérde. Der Umfang der hierbei Ubermittelten Informationen schwankte
fallspezifisch und kann aus diesem Grund nicht fir alle Einzelfalle im gleichen Ausmalf3
vorausgesetzt werden. Des Weiteren wurden in einigen eingeschlossenen Einzelfallen
fallspezifisch Alkohol- sowie chemisch-toxikologische Untersuchungen der gewonnenen
Asservate in Auftrag gegeben. Hierauf beruhende Untersuchungsergebnisse wurden,

sofern vorhanden, in die Datenerhebung aufgenommen.

Folgende Parameter konnten fir jeden eingeschlossenen Fall anamnestisch erhoben
werden:

- Geschlecht (SEX; w = weiblich, m = mannlich)

- Alter (AGE) in Jahren (y)

- PMlin Stunden (h)

- Finale Todesursache

- Gehirngewicht bei Sektion (,brain weight“, BW) in Gramm (g)

- Reanimationsbehandlung (,cardiopulmonary resuscitation, CPR; ja, nein, keine

Angabe (k. A.))
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2.3 Methoden

2.3.1 Verbrauchsmaterialien und Hilfsmittel

Die verwendeten Labormaterialien zur Durchfiihrung der Farbungen und Hilfsmittel zur

anschlielBenden Analyse der Schnitte und CSF-Zytospins wurden freundlicherweise

durch die Abteilung flr Neuropathologie des Pathologischen Instituts der Universitét

Wirzburg unter der Leitung von Frau Priv.-Doz. Dr. med. Camelia-Maria Monoranu

sowie das Institut fur Rechtsmedizin der Universitdt Wurzburg unter der Leitung von

Herrn Prof. Dr. med. Michael Bohnert zur Verfiigung gestellt.

2.3.1.1 Verbrauchsstoffe, Chemikalien und Lésungen

Aceton
Adhéasions-Objekttrager

Aqua dest.

Aqua bidest.

Antibody Diluent

Deckglaser

Einbettkassetten
Einmalkanule

Eosin

Ethanol

Formalin 4%, neutral gepuffert
Griffstopfen fir Reagenzroéhrchen
Hamalaun nach Mayer
Histokitt

Klvetten

MultiLink Streptavidin-Peroxidase-Kit

Natriumchlorid (NaCl)
Natronhydroxid (NaOH)

Peroxide Block
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Pathologisches Institut, Wirzburg

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen
Pathologisches Institut, Wirzburg
Pathologisches Institut, Wiirzburg
Zytomed Systems GmbH, Berlin

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
A. Hartenstein GmbH, Wirzburg
Pathologisches Institut, Wirzburg
Pathologisches Institut, Wirzburg
Pathologisches Institut, Wiirzburg

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg
Pathologisches Institut, Wiirzburg

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg
Pathologisches Institut, Wiirzburg

BioGenex Laboratories, Fremont,
California, USA

PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
Zytomed Systems GmbH, Berlin



Pipettenspitzen

Protein Block (Goat Serum)

Reagenzréhrchen aus Polypropylen 12 ml
Reaktionsgefalie 1,5 ml

Romulin AEC Chromogen Kit

Salzsaure (HCI)
TBS-Puffer (pH 7,6)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
TRIS-Puffer (pH 7,4)

Turks-Losung
Wasserstoffperoxid
Xylol

Zentrifugenréhrchen 15ml

Zitronenséaure (pH 6,0)

Zitronensaure-1-hydrat

Zytochem-Plus HRP Polymer-Kit
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BRAND GmbH + Co. KG, Wertheim

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg
Eppendorf SE, Hamburg

Biocare Medical LLC,
California, USA

Pacheco,

1,25 ml Buffer

8 ul Stabilizer (Solution A)

8 pl Chromogen (Solution B)

8 ul Hydrogenperoxids (Solution C
PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
121,1 g TRIS-Base

169,4 g Natriumchlorid

100 ml 25%ige Salzséure

ad 2000 ml Aqua dest.

100 ml Konzentrat ad 1000 ml Aqua dest.
PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
81,0 g NaCl

6 g TRIS-Base

ad 1000 ml Aqua dest.

Merck KGaA, Darmstadt

PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
Pathologisches Institut, Wiirzburg

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiuinster, Osterreich
Pathologisches Institut, Wiirzburg

42 g Zitronensaure-1-hydrat

21 g Natriumhydroxid

ad 1000 ml Aqua dest.

PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
Zytomed Systems GmbH, Berlin



2.3.1.2 Antikorper

Anti-TMEM119

2.3.1.3 Gerate und Hilfsmittel

Canon EOS MKII Kamera
Canon MP-E65 Objektiv
Dampfdruckkochtopf
Entwasserungsautomat
Feuchte Kammer

Gefrier- und Kihlschrank

Gewebeeinbettsystem

Kochplatte

Kihlplatte

Leica DMC 5400 Digitalkamera
Leica DM6 B Mikroskop
Magnetruhrer

Messpipetten

pH-Meter

Pipetten
Pipettierhelfer

Prazisionswaage

Schlittenmikrotom

Paraffin-Streckbad

27

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt

Canon Inc., Tokio, Japan

Canon Inc., Tokio, Japan

Silit-Werke GmbH & Co. KG, Riedlingen
Miles Scientific, Newark, Delaware, USA
A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

Privileg, Bauknecht Hausgerédte GmbH,
Stuttgart

Miles Scientific, Newark, Delaware, USA

Rommelsbacher
GmbH, Dinkelsbihl

ElektroHausgerate

MEDITE Medical GmbH, Burgdorf
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Labinco BV, Breda, Niederlande
BRAND GmbH + Co. KG, Wertheim

inoLab® Labormessgerate, WTW, Xylem
Analytics Germany Sales GmbH & Co.
KG, Weilheim

Eppendorf SE, Hamburg

BRAND GmbH + Co. KG, Wertheim
KERN & SOHN GmbH, Balingen-
Frommern

Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch

GFL Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
LAUDA DR. R. WOBSER GMBH & CO.
KG, Lauda-Konigshofen



Zytospin Zentrifuge Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

2.3.1.4 Software

GraphPad PRISM GraphPad Software Inc., San Diego,
California, USA

Leica Application Suite X (LAS X) Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Microsoft 365® Word Microsoft Corporation, Redmond,

Washington, USA

Microsoft 365® Excel Microsoft Corporation, Redmond,
Washington, USA

2.3.2 Immunzytochemie

2.3.2.1 Entnahme und Aufbereitung der CSF

Far die Durchfiihrung der immunzytochemischen Farbung der postmortalen CSF wurden
Nativpraparate in Form von Zytospins angefertigt. Die CSF wurde hierzu im Rahmen der
rechtsmedizinischen Sektion nach Eréffnen der Schadelhéhle durch die Praparatoren
mittels einer Einmalkantle entnommen. Nach Beurteilung der Farbe sowie der Triibheit
der Flussigkeit wurden die Proben zur weiteren Lagerung in Polypropylen-Gefaf3en
asserviert. Untersuchungen zur Zellzahl sowie zur optimalen Verdinnung der CSF
wurden durch das Liquorlabor der Neurologischen Universitatsklinik Wiurzburg
vorgenommen. Die Zellzahl wurde mittels einer konventionellen Fuchs-Rosenthal-
Zellkammer manuell bestimmt. Zu hohe Erythrozytenanzahlen wurden mittels Lyse
durch Turks-Lésung (Mischverhdltnis Liquor/Tirk 1:2) neutralisiert. Um vergleichbare
Zellzahlen von 150 Leukozyten/ul je Probe zu erhalten, wurde, wenn nétig, eine
Verdinnung der CSF-Proben mit NaCl 0,9% vorgenommen. Die so erhaltenen
Zellsuspensionen wurden bei Raumtemperatur (RT) flr 4 min bei 5000 rpm zentrifugiert,
auf die Objekttrager geschleudert und anschliel3end luftgetrocknet. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die Zytospins bei -23,0 Grad Celsius (°C) gelagert.
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2.3.2.2 Durchfuhrung der immunzytochemischen Farbung

Die immunzytochemische Aufarbeitung der CSF-Proben fand in den Raumlichkeiten der
Abteilung fur Neuropathologie des Institutes fir Pathologie der Universitat Wirzburg
statt. Die Einzelschritte erfolgten, wenn nicht anders angegeben, bei RT sowie unter
Benutzung einer feuchten Kammer und Mitfihren einer Positivkontrolle. Alle Zytospin-
Objekttrager wurden vor der Farbung beschriftet und der Zellen enthaltende Bereich
mittels einer Schablone markiert. Die Farbung erfolgte mittels des ZytoChem-Plus HRP-
Polymer-Kits unter Befolgung des mitgelieferten Farbeprotokolls. Als Primarantikbrper
diente der in Tabelle 2 aufgefihrte Anti-TMEM2119-Antikorper in einer Verdinnung von
1:1000, die Verdunnungslosung wurde jeweils vor Beginn der Farbung frisch unter
Verwendung des angegebenen Antibody diluent angesetzt und bis zur Verwendung kihl
gelagert. Fur die Durchfihrung der Waschschritte wurde ein TRIS-Waschpuffer mit
einem pH-Wert von 7,4 angesetzt und bei RT gelagert. Die Einstellung des pH-Wertes
erfolgte manuell mittels HCI bzw. NaOH. In dieser Arbeit wurde als Chromogen 3-Amino-
9-ethylcarbazol (AEC) verwendet. Die Lésung wurde vor jedem Farbevorgang gemald
Herstellerprotokoll frisch angesetzt und bis zur Verwendung lichtgeschiitzt bei 4,0 °C
gelagert. Um ein Austrocknen der Praparate zu verhindern, wurden die einzelnen
Zytospins wahrend des Farbevorgangs, wenn nicht anders angegeben, durchgehend
mit einem dinnen Flussigkeitsfilm feucht gehalten. Die verwendete Losungsmenge pro
Objekttrager betrug je Arbeitsschritt 100 ul. Durch das Abtrocknen Uberschissiger
Flissigkeit am Rand der Objekttrager im Anschluss der einzelnen Arbeitsschritte wurde

eine Verunreinigung und Verdinnung der aufzutragenden Lésungen vermieden.

Tabelle 2: Herstellerinformationen zum Anti-TMEM119-Antikorper

Angaben zur Klonalitdt, Wirtsspezies, Klassifizierung des Antikdrpers sowie Genbeschreibung des
verwendeten Antikdrpers fir die immunzyto- sowie immunhistochemischen Untersuchungen nach
Herstellerinformation.

Anti-TMEM119

Klonalitat Polyklonal

Wirtsspezies Kaninchen

Antikorperklasse IgG

Hersteller/Firma Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt
Genbeschreibung Transmembran Protein 119
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Die einzelnen Schritte des Féarbeprotokolls fiir die immunzytochemische Farbung finden

sich im Folgenden zusammengefasst:

1. Aceton (-20,0 °C) 10 min

2. Trockenvorgang 15 min

3. Peroxidblock 5 min

4. Waschen mit Waschpuffer 3 x5 min
5. Blocking Solution (Proteinblock, Reagent 1) max. 5 min
6. Waschen mit Waschpuffer 2 min

7. Primarantikdrper 60 min

8. Waschen mit Waschpuffer 2 x5 min
9. Post Block (Reagent 2) 20 min

10. Waschen mit Waschpuffer 3 x5 min
11. HRP-Polymer (Reagent 3) 30 min

12. Waschen mit Waschpuffer 3 x 2 min
13. AEC 7 min

14. Aqua dest. Schwenken
15. Hamalaun 1 min

16. Blauen unter Leitungswasser 10 min

17. Ethanol 100% Schwenken
18. Trockenvorgang 10 min

19. Eindecken

Zur Fixierung der Zellen auf den Objekttragern wurden diese in einer Kivette mit
eisgekuhltem Aceton fiir eine Dauer von 10 min inkubiert. Zur Vorbereitung der weiteren
Schritte wurden die Objekttrager anschlieBend fiir 10 min luftgetrocknet. Durch das
Vorhandensein der sogenannten endogenen Peroxidase in allen Hamprotein
enthaltenden Zellen (z. B. Erythrozyten mit Pseudoperoxidase und Granulozyten mit
Myeloperoxidase) [160] kann es bei Verwendung einer Farbemethode auf Grundlage
der HRP (,horseradish peroxidase®, Meerrettichperoxidase) zu unspezifischen
Hintergrundfarbungen kommen [31, 99, 106, 184]. Um diese minimieren zu kdnnen,
wurde zur Blockierung der endogenen Peroxidase-Aktivitat [106] eine
Wasserstoffperoxidlésung fir 5 min auf die Objekttrager aufgetragen. Die Zytospins
wurden anschliel3end in eine Kivette mit Waschpuffer Gberfuhrt und dort fir insgesamt

15 min gewaschen. Zur Minimierung weiterer potenzieller Hintergrundfarbungen durch
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unspezifische Protein-Interaktionen wurden die Objekttrdger im darauffolgenden
Arbeitsschritt fur 5 min mit der im Kit enthaltenen Blocking Solution (Reagent 1) inkubiert.
Um eine Abschwachung der spéateren Signalintensitat zu vermeiden, wurde sorgsam
darauf geachtet, die angegebene Inkubationszeit nicht zu tberschreiten. Die Zytospins
wurden anschlieend fir weitere 2 min gewaschen. Nach Auftragen der hergestellten
Verdinnungslosung wurden die Praparate anschlieRend fir insgesamt 60 min mit dem
Primarantikorper bei 4,0 °C inkubiert. Die Objekttrager wurden daraufhin fir insgesamt
15 min mit dem im Kit enthaltenen PostBlock (Reagent 2), einem Verstarkungsreagenz,
beschichtet und fur 20 min inkubiert. Nach einem weiteren Spulvorgang im Waschpuffer
wurden die Préaparate mit dem HRP-Polymer (Reagent 3) fiir insgesamt 30 min inkubiert.
Nach einem Waschvorgang von insgesamt 6 min wurden die Zytospins mit dem
ausgewahlten Chromogen AEC beschichtet, flir 7 min Einwirkzeit lichtgeschitzt inkubiert
und die enzymatische Reaktion nach Ablauf durch Spulen der Objekttrager in Aqua dest.
gestoppt. Im Anschluss erfolgte die Gegenfarbung, fur die die Zytospins flr 1 min in einer
Kivette Hamalaun belassen und anschlieRend unter flie3endem Leitungswasser fir
eine Dauer von 10 min geblaut wurden. Die Praparate wurden anschlieend einige Male
in Ethanol 100% geschwenkt und an der Luft vollstandig getrocknet. Das Eindecken mit
Deckglaschen erfolgte manuell nach Schwenken der Objekttrager in Xylol mittels
Histokitt.

2.3.3 Immunhistochemie

2.3.3.1 Entnahme und Aufbereitung des Hirngewebes

Die immunhistochemischen Farbungen fanden an reprasentativen Hirnschnitten
derjenigen Falle statt, zu denen bereits die zugehorigen Untersuchungen der CSF
durchgefuhrt worden waren. Im Rahmen der Sektion erfolgte durch die jeweiligen
Obduzent:innen die routinemaRige Enthahme kleiner Referenzgewebeproben aus dem
Frontallappen sowie den parieto-okzipitalen Anteilen des GroB3hirns bei koronarer
Schnittfiihrung. Die einzelnen Organasservate wurden kurz nach Entnahme in einem
dem Fall zugeordneten Gefald mit neutral gepufferter 4%iger Formalinldsung Uberfuhrt
und gelagert. Nach ausreichender Fixierung wurden die asservierten Gewebeanteile
entnommen, manuell zurechtgeschnitten sowie in Einbettkassetten gelegt. Alle
Parenchymproben wurden sorgfaltig ausgewahlt und enthielten sowohl Anteile der
Hirnrinde als auch des zugehdrigen Marklagers. Zur Einbettung wurde das Gewebe in

einem Entwadsserungsautomaten entwassert, um folgend in das hydrophobe
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Paraffinwachs gebettet zu werden. Das formalinfixierte und Paraffin-eingebettete
Gewebe (FFPE) [35, 106] wurde nach Enthahme manuell mittels eines
Gewebeeinbettsystems in Paraffinblocke gegossen. Am Mikrotom wurden durch
Mitarbeiter der Neuropathologie der Universitat Wirzburg etwa 6 pm dicke Schnitte
hergestellt und auf einen Poly-L-Lysin beschichteten Adhasions-Objekttrager
aufgezogen. Vor der weiteren Behandlung wurden die Schnitte fir etwa 10-20 min auf
einer Heizplatte angetrocknet und anschlie3end fir mindestens 24 h bei RT gelagert.

2.3.3.2 Durchfihrung der immunhistochemischen Farbung

Die immunhistochemische Aufarbeitung der Hirnschnitte fand ebenfalls in den
Raumlichkeiten der Abteilung fiir Neuropathologie des Institutes fir Pathologie der
Universitat Wirzburg statt. Fur die Farbung der Gewebeproben wurde das MultiLink
Streptavidin-Peroxidase-Kit unter Einsatz eines Streptavidin-Peroxidase-Konjugates
verwendet. Zur Durchfiuhrung wurde ein standardisiertes, manuelles Antikorper-
Farbeprotokoll genutzt, das durch die Abteilung der Neuropathologie des
Pathologischen Instituts bereitgestellt wurde. Alle Arbeitsschritte erfolgten, wenn nicht
anders angegeben, bei RT und unter Mitflihren einer Paositivkontrolle. Die verwendete
Antikorperlésung fir TMEM119 entsprach in ihrer Herstellung, Lagerung und ihrem
Verdinnungsverhdltnis dem der immunzytologischen Farbung der CSF. Die
Waschschritte erfolgten, sofern nicht anders angegeben, mittels eines jeweils frisch
angesetzten TBS-Puffers mit einem pH-Wert von 7,6. Die Einstellung des pH-Wertes
erfolgte analog zur CSF-Behandlung. Die verwendete Zitronensaure wurde auf einen
pH-Wert von 6,0 titriert. Als Chromogen wurde ebenfalls AEC eingesetzt, das jeweils
manuell angesetzt und fachgerecht gelagert wurde. Um ein Austrocknen der Schnitte zu
vermeiden, wurde auch bei der immunhistochemischen Farbung mit feuchten Kammern
gearbeitet und die Gewebeproben fortlaufend mit Flussigkeit bedeckt gehalten.
Ebenfalls wurde darauf geachtet, alle Schnitte vollstandig mit den jeweils verwendeten
Losungen zu bedecken, um ein gleichmaRiges Farbergebnis zu erhalten. Die
verwendete Losungsmenge pro Objekttrager betrug je nach GroRe der jeweiligen
Gewebeprobe etwa 200 pl — 300 pl. Uberschiissige Fliissigkeit wurde entlang des
Objekttragers und des Geweberandes vorsichtig entfernt, um analog zur Farbung der
CSF eine Verdunnung der verwendeten Reagenzien zu vermeiden. In Erganzung zu der

immunhistochemischen Untersuchung der Hirnschnitte wurde zu jeder der 60
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Gewebeproben zu Ubersichtszwecken ebenfalls eine routinemaRige Kernfarbung mittels

Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) angefertigt.

Die einzelnen Schritte des Farbeprotokolls fur die immunhistochemische Féarbung finden

sich im Folgenden zusammengefasst:
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Xylol

Ethanol 100%

Ethanol 96%

Ethanol 70%

Aqua dest.

Kochen in Zitronensaure
Abkihlen

Aqua dest.

Peroxidblock

. Aqua dest.

.TBS

. Protein Block Ziegenserum 10%
. Primarantikdrper

.TBS

. Link-Antikorper

.TBS

. Label-Antikorper

.TBS

.AEC

. Aqua dest.

. Hamalaun

. Blauen unter Leitungswasser

. Eindecken

2 x 10 min
5 min

5 min

5 min
Schwenken
10 min

45 min

2 min

15 min

2 min

2 min

20 min
Uber Nacht
2 x5 min
30 min

2 x5 min
30 min

2 x5 min

7 min
Schwenken
1 min

10 min

Zu Beginn wurden die Objekttrager zur Entparaffinierung fir insgesamt 20 min in Xylol

belassen, anschliel3end durch eine absteigende Alkoholreihe von 100% bis 70% geflihrt

sowie abschlielBend fur etwa 5 min in Aqua dest. gespilt. Zur Antigendemaskierung

wurden die Hirnschnitte mit Zitronensaure bedeckt fir 10 min bei etwa 100,0 °C erhitzt

und schlieflich fir 45 min vollstdndig mit Puffer bedeckt abgekihlt. Analog zur Farbung



der CSF wurden die Schnitte zur Blockierung der endogenen Peroxidase und zur
Vorbeugung unerwiinschter Hintergrundfarbungen nach Spulung in Aqua dest. fir etwa
2 min in eine Kiivette mit einer Loésung aus 250 ml Aqua dest. und 6 ml H»0, Gberfuhrt
und fiir 15 min abgedeckt inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Spuilung fir weitere 2 min
im TBS-Puffer. Zur Vorbeugung unspezifischer Bindungen des sekundaren Antikorpers
wurde ein Protein Block aufgetragen. Zur Blockierung diente Ziegenserum-Ldsung (10
%). Die Proben wurden fir 20 min inkubiert, der Giberschissige Protein Block wurde nach
Ablauf der Zeit abgekippt. Im Anschluss wurde der Primarantikorper TMEM119 auf die
Objekttrager aufgetragen und die Schnitte anschlielend bei 4,0 °C Uber Nacht
lichtgeschitzt abgedeckt inkubiert. Zur weiteren Behandlung wurde mit TBS-Puffer der
Uberschissige Primarantikbrper zunachst von den Schnitten entfernt sowie diese fir
insgesamt 10 min gespult. Im Anschluss wurden die Objekttrager mit dem sekundéaren
bzw. Link-Antikbrper benetzt und fir 30 min inkubiert. Nach einem erneuten
Waschvorgang fir 2 min wurde der tertidre bzw. Label-Antikdrper aufgetragen und fur
weitere 30 min auf den Schnitten belassen. Nach der Einwirkzeit wurde die Losung
entfernt und die Schnitte erneut fir 10 min gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
Entwicklung mit dem Chromogen AEC unter einer lichtgeschitzten Abdeckung. Nach 7
min wurde die Reaktion durch einen Waschvorgang in Aqua dest. unterbrochen. Analog
zur immunzytochemischen Farbung wurden die Hirnschnitte im Anschluss geblaut und

eingedeckt.

2.3.4 Auswertung

Mithilfe einer Spiegelreflexkamera wurden mit 1,5-facher Vergréf3erung zunéchst digitale
Ubersichtsaufnahmen der hergestellten HE-Farbungen sowie der
immunhistochemischen Farbungen der Hirnschnitte erstellt. Diese dienten einer groben,
makroskopischen Orientierung Uber die gesamte Probenschnittflache. Nach manueller
Optimierung der Kontrasteinstellungen wurden die hochauflésenden Bilddateien
anschlie3end in TIF-Dateien konvertiert. Die Herstellung der Spiegelreflexaufnahmen
sowie die neuropathologische Beurteilung in Verteilung und Struktur der Mikroglia in den
GroRhirnpraparaten wurde freundlicherweise durch Herrn Prof. Dr. med. Helmut
Heinsen vom Institut fir Rechtsmedizin Wirzburg tlbernommen und die Ergebnisse fiir

die vorliegende Arbeit zur Verfliigung gestellt.
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Die Bildanalyse und softwarebasierte Profildichtebestimmung der Mikroglia erfolgten
anhand mikroskopischer Bildaufnahmen. Hierzu wurden einzelne digitale Lichtbilder bei
100-facher VergroRerung mittels einer Leica Digitalkamera und dem zugehdrigen
Mikroskop aufgenommen. Im Sinne der Reprasentativitat wurden pro Fall und damit pro
Hirnschnitt jeweils zehn Einzelbilder aufgenommen. Diese gliederten sich in je funf
Einzelaufnahmen der Rindenanteile sowie des Markraums, um nachfolgend beide
Kompartimente unabhdngig voneinander beurteilen zu koénnen. Die Auswahl der
Lokalisation der Lichtbilder erfolgte zuféllig in den fur den Fall reprasentativen
Probenarealen. Ausgeschlossen wurden lediglich Anteile der Hirnschnitte mit Farbe-
und/oder Schnittartefakten. Jede Einzelaufnahme wies eine Flache von exakt
1162745,369 um? auf, summiert umfassten die Bilder folglich eine Flache von jeweils
rund 5,8 mm2 fur Hirnrinde und Marklager. Die quantitative Auswertung der
Zellprofildichten erfolgte automatisiert mittels des Bildverarbeitungsprogramms Leica
LAS X anhand zuvor manuell angepasster Einstellungen der zu erfassenden Parameter
beziuglich der Mikroglia-Zellmorphologie. Limitiert wurden dabei sowohl die
auszuwertende minimale als auch maximale Grof3e der Zellstrukturen sowie die
Farbintensitat der immunhistochemisch markierten Areale. In die Messungen flossen
sowohl die Zellkérper der Mikroglia als auch deren Soma-nahe Zellauslaufer mit ein. Die
Einstellungen der Softwareparameter wurden fir die Auswertung aller Einzelaufnahmen
beibehalten und wahrend der fortlaufenden Analyse nicht veréndert. Die Ergebnisse
wurden im Anschluss durch die LAS X Software in eine Microsoft Excel-Tabelle
Uberfuhrt. Die detektierten Zellprofile wurden als Anzahl der immunpositiven Mikroglia-
Profile pro Quadratmillimeter bzw. als Zelldichte pro mm2 angegeben. Aus den
ermittelten Werten der funf Einzelaufnahmen zu jeweils Rinde und Mark wurden fir

jeden Fall manuell die entsprechenden Mittelwerte gebildet.

Die Auswertung der CSF-Praparate erfolgte analog zu der der Hirnschnitte. Sowohl die
Analyse der Zellprofile durch die Software als auch die Einstellung der zugehdrigen
Parameter zur Auswertung erfolgten auf gleiche Weise wie die der Gewebeschnitte. Je
Zytospin  wurden ebenfalls bei 100-facher VergrofRerung insgesamt finf
Einzelaufnahmen erstellt. Die Gesamtflache der Bilder betrug demnach rund 5,8 mm?2
pro Fall. Zur Orientierung diente wie in Abbildung 1 dargestellt eine im Uhrzeigersinn
festgelegte Reihenfolge der mikroskopisch angefertigten Einzelaufnahmen im Bereich
von 12 Uhr, 3 Uhr, 6 Uhr und 9 Uhr sowie im Zentrum des jeweils kreisrunden Zytospin-

Praparates.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Aufnahmelokalisation der finf einzelnen Lichtbilder
pro jeweiligem CSF-Zytospin

Die Grafik dient der Verdeutlichung des Schemas zur Erstellung der Einzelaufnahmen der Zytospin-
Praparate bei 100-facher VergréRerung zur Auswertung mittels Leica LAS X. Die mittels der Zahlenwerte 1,
2, 3, 4 und 5 gekennzeichneten Flachen entsprechen der Lokalisation der flinf Einzelaufnahmen bei 12 Uhr,
3 Uhr, 6 Uhr, 9 Uhr sowie im Zentrum des Zytospins an (Abbildung nicht mal3stabsgetreu).

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde freundlicherweise durch Herrn
Prof. Dr. med. Benjamin Ondruschka, Direktor des Institutes fir Rechtsmedizin des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf, ibernommen und fiir die vorliegende Arbeit

zur Verfuigung gestellt.

Die statistische Analyse erfolgte unter Verwendungen der GraphPad Prism Software
sowie Microsoft Excel. Zur Prifung der Normalverteilung wurde ein Shapiro-Wilk-Test
angewendet. Eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) wurde flr die parametrischen
Daten in Kombination mit dem post hoc erfolgten Tukey-Test durchgefiihrt. Fir nicht-
parametrische Daten wurde als Aquivalent zur ANOVA ein Kruskal-Wallis-Test
angewendet, post hoc erfolgte die Anwendung eines Dunn-Test. Fur die jeweiligen
Korrelationen wurden Spearmann-Koeffizienten angegeben. Als statistisch signifikant

wurden korrigierte p-Werte von 0,05 oder weniger angesehen. [28]
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3 Ergebnisse

3.1 Zusammensetzung des Fallkollektivs

Das untersuchte Fallkollektiv umfasste insgesamt 27 Frauen und 33 Manner. Das
Geschlechterverhdltnis innerhalb der einzelnen Fallgruppen zeigte sich tberwiegend
ausgeglichen und ist in Abbildung 2 graphisch dargestellt.
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stark positiv positiv schwach bis negativ
negativ

Abbildung 2: Geschlechterverhaltnis innerhalb der vier Fallgruppen

Das Balkendiagramm zeigt die Verteilung der Anzahl (n) von ménnlichen (grau) und weiblichen (blau)
Verstorbenen innerhalb der einzelnen Fallgruppen an. Gruppe ,stark positiv‘: w (n= 8), m (n= 7); Gruppe
»positiv: w (n=5), m (n= 10); Gruppe ,schwach bis negativ‘: w (n= 8), m (n=7); Gruppe ,hegativ‘: w (n= 6),
m (n=9).

Das zum Zeitpunkt des Ablebens bestehende Alter der Verstorbenen schwankte

zwischen 24 y und 97 .

Die eingeschlossenen Falle wiesen ein breites Spektrum an unterschiedlichen
Todesursachen auf (siehe Tabelle 3, Tabelle 4, Tabelle 5 und Tabelle 6). Zur besseren
Ubersicht wurden die anhand des Obduktionsberichtes bzw. in Kombination mit den
Ergebnissen der chemisch-toxikologischen Untersuchungen final ermittelten

Todesursachen in folgende libergeordnete Todesursachenkategorien eingeteilt:
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- Herz

- Hypoxie

- Multiorganversagen (MOV)

- Intoxikation

- traumatic brain injury® (TBI)

- ,isolated thoracic trauma“ (ITT)

- Verbluten

- Autoptisch  nicht  bestimmbar  (hierunter wurden diejenigen Falle
zusammengefasst, bei denen sich sowohl makroskopisch als auch in
zusatzlichen chemisch-toxikologischen und/oder histologischen Untersuchungen
kein Anhaltspunkt fir eine genaue Todesursache ergab).

In Abbildung 3 lasst sich die Verteilung der einzelnen Sterbefalle des Gesamtkollektivs

auf die Kategorien ablesen.

Anzahl (n) der Todesursachenkategorien

&N

® Herz
Hypoxie
= MOV
m Autoptisch nicht bestimmbar
= TBI
= Intoxikation
= Verbluten

ITT

Abbildung 3: Quantitative Verteilung der final festgelegten Todesursachen der einzelnen
Sterbefélle in Todesursachenkategorien

Das Kreisdiagramm zeigt die Anzahl der Einzelfalle, die anhand der final festgestellten Todesursachen den
jeweiligen tUbergeordneten Todesursachenkategorien zugeordnet wurden, sowie deren graphischer Anteil
am Gesamtkollektiv. In einem Drittel der eingeschlossenen Falle (n= 20) konnte die finale Todesursache der
Kategorie ,Herz“ zugeordnet werden. Weitere Verteilung: Hypoxie (n= 10), MOV (n= 7), Autoptisch nicht
bestimmbar (n=7), TBI (n= 7), Intoxikation (n=5), Verbluten (n=3), ITT (n=1).

Das PMI wurde als Zeit zwischen dem laut Todesbescheinigung ersichtlichen Zeitpunkt
der Feststellung des Todes bzw. dem Auffindezeitpunkt des Leichnams und Beginn der
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Obduktion erfasst und umfasste Werte zwischen 10 h und 713 h. Die errechneten
Mittelwerte fur das PMI fur die einzelnen Fallgruppen sind in Abbildung 4 ersichtlich.
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Abbildung 4: Mittelwerte der PMI der einzelnen Fallgruppen

Das Balkendiagramm dient der Darstellung und dem Vergleich der errechneten Mittelwerte der gemessenen
PMI (h) innerhalb der einzelnen Fallgruppen: Gruppe ,stark positiv: 109,9 h; Gruppe ,positiv‘: 188,7 h;

Gruppe ,schwach bis negativ‘: 114,4 h; Gruppe ,negativ*: 106,1 h (Ergebnisse auf eine Nachkommastelle
gerundet).

Angaben (ber eine durchgefihrte CPR wurden den zur Vorlage gelangten
Todesbescheinigungen entnommen oder im Rahmen der Sektion den Obduzent:innen
mitgeteilt. In einigen Fallen konnten keine Angaben bezlglich einer stattgehabten CPR

gemacht werden. Die Verteilung der Angaben zur CPR sind Abbildung 5 zu entnehmen.
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B CPR erfolgt CPR nicht erfolgt  ® keine Angabe
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Abbildung 5: Angaben zur CPR der einzelnen Fallgruppen

Das Balkendiagramm zeigt die quantitative Verteilung der Angaben zur CPR im Vergleich zwischen den
Fallgruppen, CPR erfolgt (dunkelblau), CPR nicht erfolgt (grau), keine Angabe (hellblau). Gruppe ,stark
positiv‘: CPR erfolgt (n=9), CPR nicht erfolgt (n= 4), keine Angabe (n= 2); Gruppe ,positiv‘: CPR erfolgt (n=
5), CPR nicht erfolgt (n= 8), keine Angabe (n= 2); Gruppe ,schwach bis negativ‘: CPR erfolgt (n= 5), CPR
nicht erfolgt (n= 10), keine Angabe (n= 0), Gruppe ,negativ‘: CPR erfolgt (h= 1), CPR nicht erfolgt (n= 13),
keine Angabe (n=1).

Das BW wurde im Rahmen der Sektion nach Entnahme des Gehirns aus der
Schadelhéhle durch die jeweils zustdndigen Obduzent:innen erfasst. Das BW umfasste
das Gesamtgewicht von Grofl3- und Kleinhirn mit Hirnstamm. Die erfassten Werte

schwankten fur das Gesamtkollektiv zwischen 1000 g und 2050 g.

Das gesamte Fallkollektiv mit separater Auffihrung der einzelnen Fallgruppen unter
Berlcksichtigung der erhobenen Parameter findet sich geordnet nach Fallgruppen

zusammengefasst in Tabelle 3, Tabelle 4, Tabelle 5 sowie Tabelle 6.
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Tabelle 3: Erhobene Parameter zur Fallgruppe "stark positiv"

Tabelle modifiziert nach [28]. Angaben zu SEX (w; m), AGE (y), PMI (h), Todesursache,
Todesursachenkategorie, CPR (ja; nein; k. A.)) und BW (g) zu den eingeschlossenen Einzelféllen der
Fallgruppe ,stark positiv*.

SEX AGE PMI Todesursache Kategorie CPR BW
w 59 58 Strangulation Hypoxie ja 1330
w 84 227 MOV MOV nein 1265
m 61 57 Unklar, Verdacht auf Autoptisch  ja 1260
Kombination aus akutem nicht
Herz- und Atemversagen bestimmbar
sowie Epilepsie
m 50 42 Akutes Herzversagen bei Herz ja 1320

massiv vorgeschadigtem Herz

w 86 70 Akutes Herzversagen bei Herz ja 1300
massiv vorgeschadigtem Herz,
Herzreinfarkt

w 28 10 Kohlenmonoxidvergiftung Hypoxie ja 1605

m 73 95 Spinales Trauma nach Sturz TBI ja 1400
mit Fraktur des zweiten
Halswirbelkdrpers

m 68 34 Akutes Herzversagen bei Herz nein 1250
massiv vorgeschadigtem Herz

m 85 117  Akutes Herzversagen bei Herz nein 1535
massiv vorgeschadigtem Herz

m 47 105 Unklar, a. e. akutes Autoptisch  ja 1425
Herzversagen nicht

bestimmbar
w 74 208 Polytrauma mit Einriss des ITT ja 1265

Herzens unter Aushildung
eines Hamatothorax

m 24 142  Unklar Autoptisch  nein 1500
nicht
bestimmbar
w 72 106  Ersticken nach Aspiration von  Hypoxie ja 1215
Mageninhalt
w 48 83 MOV bei Sepsis MOV k. A. 1390
w 66 294 MOV bei Sepsis bei MOV k. A. 1270

Druckgeschwiiren der
SteilBbeinregion

41



Tabelle 4: Erhobene Parameter zur Fallgruppe "positiv"

Tabelle modifiziert nach [28]. Angaben zu SEX (w; m), AGE (y), PMI (h), Todesursache,
Todesursachenkategorie, CPR (ja; nein; k. A.)) und BW (g) zu den eingeschlossenen Einzelféllen der
Fallgruppe ,positiv“.

SEX AGE PMI Todesursache Kategorie CPR BW

w 81 153 Akutes Herzversagen bei Herz nein 1280
Lungenfibrose und
Herzmuskelmassenzunahme

m 55 90 Ersticken bei Aspiration von Hypoxie ja 1450
Mageninhalt
m 33 143  Unklar Autoptisch  nein 1220
nicht
bestimmbar
m 89 312 Atypisches Erhangen Hypoxie nein 1575
m 50 105 Herzdrucklahmung bei Einriss ~ Herz nein 1380

der Korperhauptschlagader im
Brustbereich

m 59 72 Intoxikation mit Oxycodon, Intoxikation nein 1405
Clomethiazol und Alkohol

m 60 136  Verbluten nach Innen bei Verbluten ja 1530
Leberzerreildung

m 82 135 PIlotzlicher Herztod bei Herz ja 1420

massiver, krankhafter
Herzvorschadigung

w 58 93 Herzinfarkt Herz ja 1610

w 77 713 Kombination aus akutem Herz- MOV k. A. 1480
und Nierenversagen bei Sepsis
und Zustand nach (Z. n.)
Dekubitus Grad IV

m 57 466 Herzbeuteltamponade bei Herz nein 1820
Herzdurchschuss
w 27 35 Hirntod infolge eines Hypoxie ja 1570

generalisierten
Sauerstoffmangels nach Angriff
gegen den Hals mit Wirgen
und zahlreichen Einstichen

w 87 71 Kombination aus akutem Atem- MOV k. A. 1240
und Herzversagen bei
vorgeschadigten Organen

m 80 184  Ertrinken Hypoxie nein 1530

m 55 122  Herzrhythmusstérungen Herz nein 1350
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Tabelle 5: Erhobene Parameter zur Fallgruppe "schwach bis negativ"

Tabelle modifiziert nach [28]. Angaben zu SEX (w; m), AGE (y), PMI (h), Todesursache,
Todesursachenkategorie, CPR (ja; nein; k. A.)) und BW (g) zu den eingeschlossenen Einzelféllen der
Fallgruppe ,schwach bis negativ“.

SEX AGE PMI Todesursache Kategorie CPR BW

m 33 59 Akutes Herzversagen bei Herz ja 1640
Herzinfarkt

w 86 132  Akutes Herzversagen bei Herz nein 1180
Herzinfarkt

m 85 150 MOV nach Rumpftraumaund MOV nein 1405
SHT

w 80 75 Eitrige Entzindung der Hypoxie nein 1370
Atemwege/ eitrige Bronchitis

w 78 81 Akutes Herzversagen bei Herz nein 1000
koronarer Herzerkrankung

m 39 120 Intoxikation durch Codein, Intoxikation nein 1490
Methadon und Diazepam

w 95 98 A. e. akutes Herzversagen bei Herz nein 1050
Herzvorschadigung

m 73 157  Verbluten bei Magenbluten Verbluten  nein 1130

w 42 269 Intoxikation mit Olanzapin Intoxikation ja 1230

m 37 105 Unklar Autoptisch ja 1470

nicht
bestimmbar

m 59 68 Unklar, ggf. Autoptisch ja 1565
Stoffwechselentgleisung im nicht
Sinne eins bestimmbar
Alkoholentzugsdelirs

w 35 165 Intoxikation mit Intoxikation nein 1245
Diphenhydramin und Alkohol

w 89 89 Akutes Herzversagen bei Herz nein 1280
vorgeschadigtem Herz

m 88 93 Zentrales TBI nein 1180
Regulationsversagen (ZRV)
bei SHT

w 63 55 Verbluten nach Innen nach Verbluten ja 1430

rupturiertem Aneurysma
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Tabelle 6: Erhobene Parameter zur Fallgruppe "negativ"

Tabelle modifiziert nach [28]. Angaben zu SEX (w; m), AGE (y), PMI (h), Todesursache,
Todesursachenkategorie, CPR (ja; nein; k. A.)) und BW (g) zu den eingeschlossenen Einzelféllen der
Fallgruppe ,negativ“.

SEX AGE PMI Todesursache Kategorie CPR BW

m 30 130 Polytrauma nach TBI nein 1550
Verkehrsunfall mit
Schadelbasisbruch

w 48 106 Unklar, a. e. Kombination aus  Autoptisch  nein 1190
ZRV und Unterkihlung nicht
bestimmbar
w 97 216 Erhéngen Hypoxie nein 1165
w 76 105 Kombination aus ZRV und MOV k. A. 1365

akutem Herzversagen bei
Verdacht auf Sepsis bei
Dekubitus Grad 4

w 49 119 Akutes Herzversagen bei Herz nein 1420
deutlich vorgeschéadigtem
Herz

w 80 123 ZRV bei Subduralblutung und  TBI nein 1235
Hirnmassenblutung

w 91 125 ZRV mit massiver TBI nein 1180

Subduralblutung nach Sturz
auf den Hinterkopf

m 66 185 ZRV bei SHT TBI nein 1380
m 82 36 ZRV nach traumatisch TBI nein 1310
bedingtem Subduralhdamatom
nach Sturz
m 90 132  Akutes Herzversagen bei Herz nein 1265
deutlich vorgeschadigtem
Herz
m 55 96 Akutes Herzversagen bei Herz nein 2050

vorgeschadigtem Herz mit
Herzmuskelmassenzunahme

m 53 72 Ertrinken Hypoxie nein 1500

m 62 61 Akutes Herzversagen Herz ja 1510

m 91 45 Akutes Herzversagen bei Herz nein 1200
Herzinfarkt

m 25 40 Intoxikation mit Heroin in Intoxikation nein 1520

Kombination mit
Alkoholisierung
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3.2 Morphologie und Verteilung der Mikroglia

In allen Praparaten wurde nach Durchfiuhrung der Farbungen an beiden
Untersuchungsmedien die Quantifizierung der vorhandenen Mikroglia durchgefuhrt.
Daruber hinaus wurden die Gewebe- und CSF-Proben zunéchst hinsichtlich der
Verteilung der Zellprofile und der vorgefundenen strukturellen Zellkonformitaten
beurteilt. Immuno-positive, durch AEC rdtlich angeféarbte Areale konnten sowohl in den
Schnitten als auch den CSF-Zytospins identifiziert und als Mikroglia-Profile interpretiert
werden. Hinsichtlich der Morphologie und Verteilung ergaben sich teils deutliche
Unterschiede.

3.2.1 Mikroglia im Kortex und der weil3en Substanz

Die Analyse der morphologischen Eigenschaften der TMEM119-positiven Mikroglia-
Profile in den untersuchten Paraffinschnitten der Grof3hirngewebeproben erfolgte jeweils
anhand der angefertigten Ubersichtsaufnahmen. Exemplarische Abbildungen zweier
Beispielfalle finden sich in Abbildung 6 (a) und (d). Mittels hochauflésender RAW- bzw.
JPEG-Dateien wurden innerhalb der Hirnschnitte bei zunachst geringer VergréRerung
die Verteilung der immuno-positiven Areale im gesamten Praparat beurteilt. Bei maximal
achtfacher VergroRerung der Ubersichtsaufnahmen konnten TMEM119-positive
Mikroglia abschnittsweise in Form intensiv angefarbter, runder Zellprofile identifiziert
werden. Die Differenzierung und Beurteilung der feinen Zellauslaufer innerhalb der
Paraffinschnitte hingegen gelang erst anhand mikroskopischer Lichtbildaufnahmen des
Gewebes bei 100-facher VergroRerung (siehe Abbildung 6 (b), (c), (e) und (f)). Die
Paraffinschnitte  zeigten gemal Entnahmelokalisation der Gewebeasservate
unterschiedliche kortikale Bereiche mit jeweils variabler neuronaler Zelldichte und
lediglich abschnittsweise erkennbarer Laminierung der sechs Schichten des Isokortex.
Eine Differenzierung von pra- und postzentralem Rindengewebe gelang insbesondere
bei Identifikation der Grenze zwischen der supragranularen Lamina llic (Lamina

pyramidalis externa) und der infragranularen Lamina V (Lamina pyramidalis interna).
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Abbildung 6: Aufnahmen von Paraffinschnitten des Isokortex zweier exemplarischer Féalle nach
immunhistochemischer Farbung mit TMEM119 unter VergréRerung

Ubersichtaufnahmen (a) und (d) von Anteilen des Isokortex des Parietallappens in Frontalebene,
VergroRerungen einzelner Anteile in (b), (c), (e) und (f), MaR3stab jeweils wie angegeben. Perivaskulare
Erweiterungen im Bereich des Markraums beider Paraffinschnitte (Status cribrosus) sowie Abnahme der
immunhistochemischen Farbung im perivaskuléren Bereich. (a) Fall der Gruppe ,negativ: 91 Jahre alte
Frau mit sturzbedingter Subduralblutung (TBI); PMI = 125 h. Immunhistochemisch gefarbte Anteile
insbesondere im Bereich der Gyruskuppe, weniger bis gar keine TMEM119-positiven Areale in den Wanden
und dem Furchengrund. Charakteristisch stark ausgepragte, gut sichtbare innere Kérnerzellschicht (Lamina
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IV bzw. Lamina granularis interna des parieto-okzipitalen Kortex (Pfeil)). UngleichméRige
immunhistochemische Anférbung insbesondere in den rechten sowie unteren Schnittanteilen. (b)
Hirnoberflachennahe Anteile des Kortex mit supragranularer Schichtung mit Abbildung von Laminae | bis
Illa. Diffus geféarbtes Neuropil mit lediglich vereinzelten TMEM119-positiven Mikroglia-Profilen und feinen
Zellfortsatzen. Die Zellauslaufer mehrheitlich unscharf abgrenzbar. (c) Marknahe, tiefe Schichten des Kortex
mit Laminae V und VI (Lamina multiformis) mit Anschnitt der U-Fasern und der weil3en Substanz. Einzelne
immuno-positive Mikroglia-Profile, lediglich unscharfe Zellauslaufer. (d) Fall der Gruppe ,stark positiv‘: 28
Jahre alte Frau mit Hypoxie-bedingtem Todeseintritt bei Kohlenmonoxidvergiftung; PMI = 10 h. (e)
Supragranulare Laminae | bis Ill, intensive Neuropilfarbung mit Vielzahl TMEM119-positiver Mikroglia-Profile
und zahlreichen Zellfortsitzen. Besonders erhohte Profildichte am Ubergang von Lamina Il (Lamina
granularis externa) zu Lamina | (Lamina molecularis) unter Verlust der Zellfortsétze im Bereich der inneren
Lamina |. AuRere Anteile der Lamina molecularis mit Mikroglia-Profilen mit wenigen bis keinen Auslaufern,
angeordnet in Richtung Hirnoberflache. (f) Laminae V und VI (Lamina multiformis) mit Anschnitt von U-
Fasern und Marklager. Analog zu supragranuldren Schichten zahlreiche Zellfortsatz-reiche TMEM119-
positive Mikroglia-Profile. Abbildung modifiziert nach [28].

Der immunhistochemische Nachweis von TMEM119-positiven Mikroglia-Zellprofilen im
Hirngewebe gelang in allen eingeschlossenen Einzelfallen. Alle Gewebeproben zeigten
immuno-positive Zellen mit einer allgemeinen Proliferation der Mikrogliazellen. In einigen
Fallen konnte insbesondere in den peripheren Anteilen der Schnitte eine
ungleichmafige Farbung nach Immunhistochemie festgestellt werden (siehe Abbildung
6 (a)). Das untersuchte Gewebe zeigte sich durchsetzt von runden, als Zellkérper zu
identifizierenden Anteilen der Mikroglia mit abschnittsweise feinen Fortsatzen in Sinne
sternformiger Zellprofile. Einige Gewebsabschnitte zeigten sich hingegen lediglich dicht
mit Zellauslaufern durchsetzt. Hinsichtlich der Verteilung und Dichte der Mikroglia-Profile
konnten sowohl zwischen den Fallgruppen, den einzelnen analysierten Fallen als auch
innerhalb einzelner Paraffinschnitt-Areale teils markante Unterschiede festgestellt
werden. Die angefarbten Glia-Profile zeigten mitunter keine gleichmaRige Verteilung
innerhalb der Schichtanteile des Grof3hirnkortex, sondern formten abschnittsweise
Zellansammlungen in Arealen mit resultierend hoher Zellprofildichte (siehe Abbildung
6 (b), (c), (e) und (f)). Wahrend Paraffin-Schnitte der Fallgruppe ,negativ“ sich allgemein
durch ein kortikale diffuse Farbung des Neuropils und einer eher geringen Dichte an
TMEM119-positiven Mikroglia-Profilen auszeichneten (siehe Abbildung 6 (b) und (c)),
konnten in Einzelfallen mit ebenfalls geringer Profildichte von maximal 100 Zellprofilen
in der Hirnrinde ein abschnittsweise laminar imponierendes Verteilungsmuster der
TMEM119-positiven Mikroglia mit Konzentration auf die Schichten der auferen
kortikalen Lamina Il und Lamina lll festgestellt werden. Gewebeproben der Fallgruppe
Jpositiv‘ wiesen in Ubersichts- und Detailaufnahmen intensiver gefarbte Anteile des
Neuropils auf (siehe Abbildung 6 (d) und (e)). Bei steigender Dichte der als TMEM119-
positiv zu identifizierenden Mikroglia-Zellprofilen ergab sich ein  mdglicher

Zusammenhang zwischen der intensiveren Neuropilfarbung in den
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Ubersichtsaufnahmen und der ebenfalls erkennbaren erhdhten Dichte an schmalen,
immuno-positiven Zellfortsatzen. Die Zellauslaufer der Mikroglia-Profile zeigten sich
stellenweise unscharf definiert (siehe Abbildung 6 (b), (c), (e) und (f)). Auch in den
inneren Schichten des Kortex zeigten sich Areale mit erhdhter Dichte an immuno-
positiven Mikroglia-Profilen. Eine hohere Glia-Dichte fanden sich demnach in den
kortikalen Laminae Illb und llic sowie insbesondere in den marknahen Schichten der
Laminae V und VI. Diese bildeten zusammen mit den sog. U-Fasern an der Grenze zum
zentralen Markstrahl der weil3en Substanz ein weiteres Areal mit aul3ergewohnlich hoher
TMEM119-positiver Mikroglia-Dichte (siehe Abbildung 6 (f)).

Auch in der weil3en Substanz konnte kein homogenes Verteilungsmuster der immuno-
positiven Zellprofile differenziert werden. Sowohl in den tiefer liegenden, zentralen
Markanteilen der Gyri sowie im Bereich des Centrum semiovale konnten starke
Unterschiede in Verteilung und Dichte der TMEM119-positiven Glia-Profile festgestellt
werden. Neben weitlaufigen Arealen mit geringer Profilzahl fanden sich wiederum
Markanteile mit im Gegensatz hierzu deutlich hoherer Dichte an immuno-positiven
Mikroglia-Profilen. Weiterhin zeigten sich Bereiche innerhalb der weil3en Substanz, die
sich durch durchweg eng aneinandergereihte Glia-Profile mit entsprechend hoher Dichte
an TMEM119-positiven Profilen auszeichneten (siehe Abbildung 6 (a) und (d)).

Eine der groRten Besonderheiten hinsichtlich Verteilung und Struktur der Zellen konnte
jedoch insbesondere am Ubergang von Lamina Il zu den tiefen Anteilen der Lamina |
festgestellt werden. Hier lie3 sich ein spezielles Verteilungsmuster der Zellprofile
abgrenzen: Die Zellen zeigten sich sowohl in Form einzelner Mikroglia-Profile als auch
zu Gruppen angeordnet. Im Gegensatz zu anderen Hirnarealen wiesen die immuno-
positiven Zellprofile in diesem Bereich eine strukturelle Veranderung ihrer
Zellmorphologie auf. Es zeigten sich zahlreiche eher rundlich konfigurierte Somata der
Mikroglia mit augenscheinlichem Verlust ihrer Zellfortsatze. Unter Abstol3ung der
Zellauslaufer schienen diese Zellprofile letztlich in den schwammartig veranderten,
oberflachlichen Anteil der Lamina | des Kortex liberzugehen (siehe Abbildung 6 (e)).
Einzelne Mikroglia-Profile konnten demnach insbesondere in Form Zellfortsatz-armer
Somata in den subpialen Gewebeanteilen des Kortex festgestellt werden (siehe
Abbildung 7 und Abbildung 8 (dicker Pfeil)).
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Abbildung 7: Aufnahme der auReren Kortexanteile (Lamina 1) mit Subarachnoidalraum unter
VergréRerung

Ausschnitt des GroRRhirnkortex mit oberflachlicher Schicht und Anteilen der Pia mater, MaRstab wie
angegeben. Fall der Gruppe ,stark positiv*: 72 Jahre alte Frau mit Ersticken nach Aspiration von Mageninhalt
(Hypoxie); PMI = 106 h. Lamina | (nahe des Furchengrundes) mit squamdés und édematds aufgelockertem
Hirngewebe in den zur Hirnoberflache gewandten Anteilen, darin gruppiert angeordnete Mikroglia-Zellprofile
neben einzelnen Fragmenten von Zellfortsétzen. Von der GroRRhirnoberflaiche abgeltste Pia mater mit
Ubertritt der Mikroglia sowie der Fortsatzfragmente in den subarachnoidalen Liquorraum (dicker Pfeil).
Stellenweise Zellkontakt mit der Arachnoidea (dinner Pfeil). Abbildung modifiziert nach [28].

In einigen Fallen mit Ablésung der Pia mater von der Hirnoberflache konnten dariiber
hinaus ebenfalls immuno-positive Mikroglia-Profile in den suprapialen Anteilen
nachgewiesen werden. Mikroglia-Profile zeigten sich nach augenscheinlichem Ubertritt
weiterhin in den unter physiologischen Bedingungen mit CSF gefiillten
Subarachnoidalraum (siehe Abbildung 7), abschnittsweise mit Kontakt zu den

arachnoidalen Hirnhautanteilen (siehe Abbildung 7 (dinner Pfeil)).

Lediglich einzelne Paraffinschnitte wiesen Anteile der Hirnrindenoberflache mit noch

anliegender Pia mater auf, die zuvor weder durch Zuschnitt der Proben noch durch
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Fixierungs- und Farbeprozesse abgeldst worden war. Auch hier konnten insbesondere
in den oberflachennahen Kortexanteilen TMEM119-positive Mikroglia-Profile unter
Verlust ihrer Zellfortsatze nachgewiesen werden (siehe Abbildung 8 (dicker Pfeil)).
Ebenso konnte der Nachweis runder, Fortsatz-armer Mikroglia-Profile beim Durchtritt
durch die intakte Pia mater nachgewiesen werden (siehe Abbildung 8 (diinne Pfeile)).
Einzelne immuno-positive Zellen fanden sich ebenfalls in direkter Umgebung im

subarachnoidalen Raum (siehe Abbildung 8 (diinne Pfeile)).

- = DR

»
).,,. s ,'
@ . 3 M
I . .‘ - . x ¥ o
e p - ¢
- N v -
ATl s
‘:.'M > . o . 0% ‘y
N 0 M TR }'
E) , -
"\.’;‘ % QM . \
r N ’
} , o o . “.. .
" + g ‘ " d ‘{ .
. - “
,/-ﬂt' g A X v
4 - ?"..' )
’J’ . po " @ 50—
B . X WS Hm

Abbildung 8: Aufnahme der auBeren Kortexanteile mit Pia mater unter Vergréf3erung

Ausschnitt des GroRhirnkortex mit oberflachlicher Schicht und anliegender Pia mater, MaRstab wie
angegeben. Fall der Gruppe ,stark positiv*; 48 Jahre alte Frau mit MOV bei Sepsis; PMI = 83 h. TMEM119-
positive Mikroglia sowie Fragmente der Zellfortsatze, stellenweise sternférmig verzweigte Zellen mit
Auslaufern. Subpial runde, Zellauslaufer-arme Mikroglia-Profile am Ubergang zur Hirnoberfliche und Pia
mater (dicker Pfeil). Einzelne immuno-positive, runde Gliazellen beim Durchtritt durch die Pia in den
Subarachnoidalraum und die CSF (diinne Pfeile). Abbildung modifiziert nach [28].
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3.2.2 Assoziation der Mikroglia zum vaskularen System

Bei Durchsicht der Paraffin-Schnitte zeigten sich Anschnitte von sowohl arteriellen als
auch vendsen Anteilen des Gefal3systems vorwiegend im Bereich der weil3en Substanz
(siehe Abbildung 9). Diese wiesen unterschiedliche GefaRRkaliber auf, wenngleich
Anschnitte groRer Gefal3e nur selten im gesamten Parenchym festgestellt werden

konnten.

Abbildung 9: Aufnahme des Marklagers mit tangentialem Anschnitt eines Gefales und
umliegender Mikroglia unter Vergrof3erung

Subkortikal gelegene Anteile des Marklagers des Grof3hirnpraparates mit tangentialem GefélRanschnitt,
MaRstab wie angegeben. Fall der Gruppe ,stark positiv: 48 Jahre alte Frau mit MOV bei Sepsis (siehe
Abbildung 8); PMI = 83 h. Massive Gewebeschrumpfung als Férbeartefakt mit Gewebe-freiem Spalt in
unmittelbarer Umgebung des GefaRes. TMEM119-positive Mikroglia-Profile in unmittelbarer Nahe zur
Adventitia der GeféaBwand. Unklare Assoziation der Mikroglia zur GefaBwand bedingt durch
Schrumpfungsartefakt. Abbildung modifiziert nach [28].

TMEM119-positive Mikroglia-Profile konnten zahlreich in der unmittelbaren Umgebung
und in enger topographischer Beziehung zu den Gefal3en des Markraums identifiziert

werden, was auf einen gewebsspezifischen Zusammenhang des perivaskularen
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Verteilungsmusters der Zellen schlieRen lie3. Daridber hinaus konnten ebenfalls
strukturelle Unterschiede im phanotypischen Erscheinungsbild der immuno-positiven
Mikroglia-Profile in Bezug zum Gefal3system festgestellt werden. Zellprofile, die in
direkter Umgebung oder innerhalb des perivaskuldren Raumes identifiziert werden
konnten (siehe Abbildung 9), wiesen lediglich auffallend wenige Zellauslaufer auf und
unterschieden sich somit von meist Zellfortsatz-reichen Mikroglia-Profilen in
Neuropilanteilen mit gréRerer Entfernung zu den Gefalien. Es zeigte sich ein Bild &hnlich
dem Verteilungsmuster der Mikroglia-Profile an der Grenze zwischen Lamina | und Il des
Kortex mit ebenfalls abnehmender Zellfortsatzdichte der Mikroglia in Richtung
Hirnoberflache. Aufgrund massiver Artefakte durch Fixierungsprozesse des Gewebes
wiesen die untersuchten Schnitte grundsatzlich eine farbeassoziierte Schrumpfung des
Gewebes auf. Dies auflerte sich durch meist ringfdrmig angeordnete, gewebefreie
Spaltraume unterschiedlichen AusmaR3es unmittelbar um die vaskularen Anschnitte im
Parenchym. Gewebsstandige medullare TMEM119-positive Mikroglia-Profile lie3en sich
perivaskular in unmittelbarer Nahe =zur Adventitia nachweisen. Aufgrund der
Schrumpfungsartefakte war eine detaillierte Beurteilung der potenziellen Assoziation der
perivaskularen Mikroglia mit der GefaBwand und Adventitia sowie mit der Basallamina

jedoch nicht méglich.

In den kortikalen Anteilen lieRen sich nur wenige Arterien und Venen in den untersuchten
Gewebeproben differenzieren. Diese fanden sich insbesondere im Fundusbereich
kortikaler Gyrusanteile. Im Gegensatz zur weilden Substanz lie3 sich kortikal kein
eindeutiges Verteilungsmuster der Mikroglia-Profile in unmittelbarer Nahe zu GefalRen
differenzieren, eine spezifische Anordnung der Zellen in raumlicher Nahe zu kortikalen
Gefalzen lieRR sich nicht feststellen (siehe Abbildung 7). Ebenso wiesen Kkortikale
immuno-positive Mikroglia keine strukturellen Verénderungen im perivaskularen
Hirngewebe auf. Insbesondere konnte ein auffallender Verlust der Zellauslaufer nicht

nachgewiesen werden.

3.2.3 Mikrogliain den Zytospin-Praparaten der CSF-Proben

Die untersuchten CSF-Proben wiesen im Gegensatz zu den Schnitten in
Ubersichtsaufnahmen eine annihernd gleichmaRige Verteilung der Zellen tber die

gesamte Flache des Zytospins auf den Objekttragern auf (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Ubersichtsaufnahme eines exemplarischen CSF-Zytospins bei geringer
VergréRerung nach immunzytochemischer Farbung mit TMEM119

Zytospin-Préparat mit intensiv roter Farbung der TMEM119-positiven Mikroglia-Profile, Ubrige Zellen
blaulich, MaRstab wie angegeben. Fall der Gruppe ,stark positiv‘: 48 Jahre alte Frau mit MOV bei Sepsis
(siehe Abbildung 8); PMI = 83 h. Areal mit gruppiert angeordneten immuno-positiven Mikroglia-Profilen bei
6 Uhr (Pfeil). Abbildung modifiziert nach [28].

Die Uberwiegende Anzahl der Zellprofile konnte einzeln und frei von Artefakten
angetroffen werden. Stellenweise zeigten sich Konglomerat-ahnliche Abschnitte
bestehend aus mehreren gruppiert angeordneten immuno-positiven Mikroglia-Profilen
(siehe Abbildung 10 (Pfeil)). In Fallen mit besonders hoher Mikroglia-Profildichte der
CSF-Probe in der Fallgruppe ,stark positiv‘ zeigte sich das gesamte Zytospin-Praparat
durch die hohen Anteile an TMEM119-positiven, rotlich gefarbten Zellprofilen bereits in
den Ubersichtsaufnahmen intensiv gefarbt. In der Mehrzahl der Falle war ein

Ruckschluss auf die Anzahl der immuno-positiven Mikroglia-Profile und Intensitat der
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Farbung im jeweiligen Préaparat jedoch nicht lediglich anhand des makroskopischen
Aspekts maoglich. Die genaue Analyse der Mikroglia-Morphologie sowie die
Quantifizierung der immunzytochemisch markierten, TMEM119-positiven Mikroglia-
Zellprofile in der CSF erfolgte mittels mikroskopischer Betrachtung der Zytospins bei
100-facher VergroRerung. Die markierten Zellprofile konnten durch die intensiv rote
Farbe des Chromogens AEC gut von den ubrigen, meist deutlich kleineren Zellprofilen
unterschieden werden. Nach immunzytochemischer Farbung zeigten sich die
TMEM119-positiven Mikroglia-Profile in Form vergleichsweise grofRer Zellen mit
rundlichem Zellkdrper und klar definiertem, das Zytoplasma einrahmendem, intensiv
rotem Saum. Die Farbintensitat der immuno-positiven Areale zeigte sich Uber die
Praparate hinweg gleichbleibend. In starker Diskrepanz zu den Ergebnissen der Schnitte
konnten in keinem der untersuchten Zytospins Mikroglia-Profile mit Zellauslaufern
nachgewiesen werden. Dartiber hinaus konnten keine Residuen von potenziell
abgestol3enen Zellfortsédtzen in den Zytospins identifiziert werden. In der Mehrheit der
Falle zeigten sich sowohl die immuno-positiven Glia-Profile als auch die tGbrigen Zellen
intakt. Lediglich in Einzelfallen konnten hydropisch angeschwollene Zellen mit
stellenweise lediglich unscharf begrenzten, TMEM119-positiven Randsdumen

festgestellt werden.

3.3 Quantifizierung der Mikroglia-Profile

Die computer- und softwaregestitzte quantitative Analyse der immunhistochemisch
untersuchten Proben am GroR3hirn sowie den immunzytochemisch behandelten CSF-
Proben erbrachte fur Mark, Rinde und Zytospin jeweils fiinf Einzelwerte der immuno-
positiven Profile. Aus diesen Einzeldaten wurden je Fall manuell Mittelwerte der
jeweiligen Mikroglia-Profildichte flr die drei untersuchten Kompartimente ermittelt. Diese
finden sich nach Fallgruppen angeordnet in Tabelle 7, Tabelle 8, Tabelle 9 und Tabelle
10. Aus der softwaregesteuerten Analyse der immunhistochemisch nachgewiesenen
TMEM119-positiven Mikroglia-Profile in den Gewebeproben ergaben sich im
Allgemeinen keine Widerspriiche zu der manuellen qualitativen Beurteilung der
Paraffinschnitte. Gleiches galt fir die Untersuchung der CSF-Proben und der

statistischen Auswertung zur Dichte immunpositiver Zellen im Zytospin-Praparat.
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Die errechneten Mittelwerte der Profildichte ergaben fir die einzelnen Kompartimente im
gesamten Kollektiv sowie innerhalb der einzelnen Fallgruppen starke Schwankungen
der Ergebnisse. Fur die Rinde ergaben sich Werte der TMEM119-positiven Mikroglia-
Profildichte zwischen gerundet 6 und 459. Die Dichte der Glia-Profile im Marklager der
Paraffinschnitte schwankte hingegen zwischen Werten von 2 bis 512. In den Zytospins
der Fallgruppe ,negativ® konnten definitionsgemaf keinerlei immuno-positive Zellprofile
identifiziert werden, wahrend die hoéchste TMEM119-positive Glia-Profildichte aller
untersuchter Zytospins bei rund 303 lag. Grundséatzlich konnten immense Unterschiede
zwischen den ermittelten Werten von Parenchym und CSF festgestellt werden. Wahrend
beide Untersuchungsmedien starken Schwankungen der Mikroglia-Profildichte
aufwiesen, konnten in den Gewebeproben grundsatzlich immuno-positive Glia-Profile
nachgewiesen werden. In den CSF-Proben zeigten sich hingegen sowohl Einzelfélle mit
besonders hoher Profildichte als auch Falle ohne Nachweis eines einzigen TMEM119-
positiven Mikroglia-Zellprofils. Diese Ergebnisse spiegelten die unter 2.2.1 vorgestellte

Gruppeneinteilung wider.

Tabelle 7: Ermittelte Werte der TMEM119-positiven Mikroglia-Profildichte in Hirnrinde, Marklager
und CSF-Zytospin der Fallgruppe ,stark positiv*

Werte der ermittelten Profildichte in den untersuchten Kompartimenten Hirnrinde, Hirnmark und CSF-
Zytospin der Fallgruppe ,stark positiv“, gerundet auf eine Nachkommastelle.

Fallnummer Rinde Mark Zytospin
1 2714 191,6 138,8
2 180,2 174,6 252,0
3 65,8 161,8 171,2
4 217,0 224.,8 300,2
5 107,0 46,8 148,2
6 130,2 75,8 286,2
7 47,6 373,2 255,8
8 318,4 248,8 130,4
9 97,2 142,8 36,4
10 192,6 67,8 62,6
11 132,8 120,0 88,2
12 129,8 100,8 61,8
13 155,0 125,8 54,2
14 110,4 116,0 158,6
15 91,0 47,0 303,0
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Tabelle 8: Ermittelte Werte der TMEM119-positiven Mikroglia-Profildichte in Hirnrinde, Marklager
und CSF-Zytospin der Fallgruppe ,positiv*

Werte der ermittelten Profildichte in den untersuchten Kompartimenten Hirnrinde, Hirnmark und CSF-
Zytospin der Fallgruppe ,positiv“, gerundet auf eine Nachkommastelle.

Fallnummer Rinde Mark Zytospin
1 65,8 53,8 19,4
2 126,2 105,8 15,8
3 458,6 489,2 14,0
4 151,6 115,2 16,2
5 170,4 189,0 21,0
6 69,4 140,8 13,4
7 155,6 283,8 14,8
8 150,6 64,6 14,8
9 114,4 85,2 16,0
10 85,8 89,6 13,8
11 85,4 119,4 14,8
12 53,0 265,4 27,4
13 108 2242 15,2
14 52,4 89,0 26,2
15 282,8 252,2 25,0

Tabelle 9: Ermittelte Werte der TMEM119-positiven Mikroglia-Profildichte in Hirnrinde, Marklager
und CSF-Zytospin der Fallgruppe ,schwach bis negativ*

Werte der ermittelten Profildichte in den untersuchten Kompartimenten Hirnrinde, Hirnmark und CSF-
Zytospin der Fallgruppe ,schwach bis negativ®, gerundet auf eine Nachkommastelle.

Fallnummer Rinde Mark Zytospin
1 241,6 280,0 1,2
2 43,4 115,6 2,6
3 116,6 132,4 1,4
4 246,4 251,2 2,6
5 51,0 40,4 2,6
6 259,2 438,4 3,4
7 83,8 101,4 2,6
8 34,2 13,6 8,4
9 15,0 10,0 7,4
10 19,4 18,8 7,8
11 129,8 61,0 50
12 129,8 61,0 3,8
13 10,2 19,4 5,2
14 49,2 67,6 50
15 9,0 3,6 2,0
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Tabelle 10: Ermittelte Werte der TMEM119-positiven Mikroglia-Profildichte in Hirnrinde,
Marklager und CSF-Zytospin der Fallgruppe ,nhegativ*

Werte der ermittelten Profildichte in den untersuchten Kompartimenten Hirnrinde, Hirnmark und CSF-
Zytospin der Fallgruppe ,negativ“, gerundet auf eine Nachkommastelle.

Fallnummer Rinde Mark Zytospin
1 30,6 153 0
2 78,2 94,6 0
3 112,4 136,4 0
4 37,0 26,0 0
5 65,2 98,6 0
6 70,8 80,2 0
7 2,0 2,2 0
8 85,8 19,8 0
9 216,4 77,6 0
10 50,0 58,6 0
11 244.8 91,8 0
12 293,8 511,8 0
13 53,2 102,8 0
14 138,4 207,0 0
15 50,2 62,4 0

Es ergaben sich keine richtungsweisenden Hinweise flir einen Zusammenhang
zwischen den kortikalen TMEM119-positiven Mikroglia-Profildichten und den ermittelten
Todesursachen innerhalb des Fallkollektivs. Exemplarisch gegenibergestellte Félle
verdeutlichten die Schwankungen der jeweils ermittelten Profildichte trotz teils
Ubereinstimmender Todesursache. In einem Fall der Gruppe ,positiv‘ mit autoptisch
nicht bestimmbarer Todesursache konnte die héchste gemessene kortikale Mikroglia-
Profildichte innerhalb des Fallkollektivs von 459 ermittelt werden. Ein Ertrinkungstod aus
der Gruppe ,negativ mit folglich 0 immun-positiven Mikroglia-Profilen in der CSF wies
dagegen eine kortikale Dichte von 294 auf. Dieser Fall zeigte zeitgleich die hochste
Dichte im Marklager mit gerundet 512 TMEM119-positiven Mikroglia-Zellprofilen. In
Schnitten eines Falles mit Versterben aufgrund eines akuten Herzversagens konnte
hingegen eine kortikale Profildichte von rund 318 nachgewiesen werden. Der Fall wies
gerundet 130 positive Mikroglia-Profile in der CSF auf und wurde demnach der
Fallgruppe ,stark positiv“ zugeordnet. Insgesamt 11 der 60 Falle lieRen sich durch eine
besonders hohe kortikale Profildichte mit Werten zwischen 216 und 459

charakterisieren. In 6 dieser Einzelfalle wiesen die zugehorigen CSF-Zytospins hingegen
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eine besonders niedrige Mikroglia-Profildichte mit Werten zwischen lediglich O und 3 auf.
Sie wurden demnach der Gruppe ,negativ‘ zugeordnet. Im Gegensatz hierzu gehdrten
zwei weitere dieser Falle der Gruppe ,stark positiv® an, da sich in der Analyse der
zugehdrigen Zytospins Dichtewerte von jeweils 130 bzw. 300 ergeben hatten. Der
Todeseintritt war in beiden dieser Félle auf einen Myokardinfarkt zuriickzufiihren, in der
Krankenvorgeschichte beider Félle war dariber hinaus von mehreren bereits
vorausgegangenen Infarkten berichtet worden. Ein Einzelfall mit einem zum Tode
fuhrenden Sturzereignis mit spinalem Trauma und Fraktur eines Halswirbelkorpers der
Kategorie TBI wies in der Analyse der CSF mit einem Wert von 259 eine vergleichsweise
hohe Dichte an TMEM119-positiven Mikroglia-Profilen auf. Der Fall wurde demnach der
Gruppe ,stark positiv‘ zugeordnet. Im zugehérigen Paraffin-Schnitt ergab sich fur die
Hirnrinde hingegen eine Dichte von lediglich gerundet 48, wéhrend im Marklager ein
vergleichsweiser hoher Wert von 373 ermittelt werden konnte. Im Gegensatz hierzu
konnten in einem weiteren Einzelfall der Kategorie TBI mit tddlichem Schadelbasisbruch
in der CSF keine immuno-positiven Zellen nachgewiesen werden, der Fall wurde folglich
in die Fallgruppe ,negativ eingereiht. Im zugehérigen Hirngewebe konnte kortikal eine

Profildichte von rund 31 ermittelt werden, medullar ergab sich ein Wert von rund 153.

3.4 Korrelation der ermittelten Mikroglia-Profildichte mit den

erhobenen Daten

Nach Beurteilung von Verteilung und Morphologie erfolgte nach Quantifizierung der
TMEM119-positiven Mikroglia die statistische Auswertung. Zwischen der TMEM119-
positiven Mikroglia-Profildichte in den immunzytochemisch untersuchten CSF-Zytospins
und der kortikalen TMEM119-positiven Mikroglia-Profildichte ergab sich eine Korrelation

von statistischer Signifikanz (siehe Abbildung 11).

58



Korrelation Kortexvs CSF
(r¢=0.265; p = 0.0407)

600 -
+  Kortex
L i = CSF
0
O 400
+
(<] .
- L] - L ®
b o °
S - - .
W 200 - o’
E n r & ® .
P -
'/ : a
0_‘/';".-P - = »
0 200 400 600

TMEM119+ Kortex

Abbildung 11: Korrelation zwischen der kortikalen Dichte der TMEM119-positiven Mikroglia-
Profile und der Dichte der TMEM119-positiven Mikroglia-Profile in der CSF; statistisch signifikant.

Abbildung modifiziert nach [28].

Falle mit einer hohen Dichte an immuno-positiven Mikroglia-Profilen im Kortex wiesen in
der Analyse im Allgemeinen eine ebenfalls ausgepragte immunhistochemische Farbung
des Marklagers mit entsprechend hoher medullarer Dichte an TMEM119-positiven
Zellprofilen auf (siehe Abbildung 6 (d), (e) und (f)). Die statistische Auswertung belegte
die Korrelation zwischen der kortikalen TMEM119-positiven Mikroglia-Profildichte und
der Mikroglia-Profildichte in der weiRen Substanz (siehe Abbildung 12). Dieser

Zusammenhang erwies sich ebenfalls als statistisch signifikant.

Zwischen den Ergebnissen der ermittelten Profildichte von Marklager und CSF-
Zytospins ergab sich hingegen kein direkter Zusammenhang. Eine Korrelation
statistischer Signifikanz zwischen der Dichte immuno-positiver Mikroglia-Profile in der
weillen Substanz und der TMEM119-positiven Mikroglia-Profildichte in der CSF konnte
nicht hergestellt werden (siehe Abbildung 13).
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Korrelation Marklager vs Kortex
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Abbildung 12: Korrelation zwischen der kortikalen Dichte der TMEM119-positiven Mikroglia-
Profile und der medulléaren Dichte der TMEM119-positiven Mikroglia-Profile; statistisch signifikant.

Abbildung modifiziert nach [28].

Korrelation Marklager vs CSF

600 — (r¢=0.227; p = 0.0806)

« Marklager
u a . CSF
m .
O 400- ]
+
(=2
= " . "o
EZOO- . :’.'.o
P
/ .-' ™ (1]
0 ph-alszs, ® .= 272 —— !
0 200 400 600
TMEM119+ Marklager

Abbildung 13: Korrelation zwischen der medullaren Dichte der TMEM119-positiven Mikroglia-
Profile und der Dichte der TMEM119-positiven Mikroglia-Profile in der CSF; statistisch nicht

signifikant.

Abbildung modifiziert nach [28].
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Das gewahlte Fallkollektiv zeigte sich hinsichtlich der zuséatzlich erhobenen Parameter
Todesursache, SEX, AGE, PMI, CPR und BW der Einzelfalle sehr variabel. Die
statistische Auswertung umfasste demnach auch die Untersuchung der potenziellen
Einflussnahme dieser Faktoren auf die Intensitdt der CSF-Zytospin-Farbungen. Die
gesammelten Daten wurden innerhalb einer Heatmap mit der Intensitdt der
durchgefihrten CSF-Farbungen gegenibergestellt. Die Zusammenhange sind
Abbildung 14 zu entnehmen. Nach statistischer Analyse der erhobenen Werte ergab
sich eine negative Korrelation von BW mit AGE. Eine positive Korrelation konnte u. a.
zwischen BW mit SEX festgestellt werden. Ein negativer Zusammenhang ergab sich
zwischen u. a. CPR und PMI. Weiterhin konnte kein Zusammenhang zwischen dem PMI
und der CSF-Intensitat festgestellt werden. Diese zeigte sich weiterhin unabhangig vom
BW. Eine positive Korrelation fand sich hingegen zwischen CPR und der CSF-Intensitat,
wahrend fur die Todesursache und der Intensitat der CSF-Probe kein Zusammenhang

ermittelt werden konnte.
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Abbildung 14: Heatmap mit Korrelationen der untersuchten Parameter mit der CSF-Intensitéat

Statistischer Zusammenhang der erhobenen Parameter Todesursache, SEX, AGE, PMI, CPR, Intensitat der
CSF-Farbung und BW. Abbildung modifiziert nach [28].
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4 Diskussion

Das unter 1.4 genannte Ziel der vorliegenden Arbeit war, das Potenzial und die
Aussagekraft der Untersuchung von postmortaler CSF aufzuzeigen und als Bestandteil
der forensischen, rechtsmedizinischen Diagnostik zu etablieren. Im Zuge dessen sollte
mittels Immunzytochemie an postmortaler CSF und Immunhistochemie an
korrespondierenden postmortalen Hirngewebeasservaten mittels TMEM119 in
insgesamt 60 Einzelfallen die entsprechende Mikroglia-Profildichte bestimmt werden.
Anhand der ermittelten Werte sollte gepruft werden, inwiefern eine Korrelation zwischen
der Profildichte immuno-positiver Mikroglia im Hirngewebe und derer in der CSF besteht.
Weiterhin sollte untersucht werden, inwieweit die Dichte TMEM119-positiver Mikroglia-

Profile als Marker fiir neuropathologische Vorgénge etabliert werden kann.

Die Immunzytochemie der CSF-Zytospins konnte die Ergebnisse einer friheren Studie
bestatigen, dass sich der okzipitale Subarachnoidalraum als weitgehend geschutzter Ort
zur Asservierung der CSF hinsichtlich der Untersuchung auf Mikroglia eignet [25].
Zeitgleich konnten innerhalb der 60 untersuchten Falle immense Unterschiede in der
Dichte immuno-positiver Mikroglia-Zellprofile nachgewiesen werden, die zur Einteilung
der vier unterschiedlichen Fallgruppen fihrte. BW und PMI konnten als
ausschlaggebende Faktoren in Bezug zur Menge der Mikroglia in der CSF
ausgeschlossen werden, wahrend sich hingegen ein Zusammenhang zwischen
Wiederbelebungsmalinahmen und der Mikroglia-Dichte ergab. Deutliche Unterschiede
in Bezug auf die ermittelte Profildichte ergaben sich intraindividuell mit stark
divergierenden Werten beim Vergleich zwischen Kortex und subkortikalem Marklager.
Grundsatzlich konnte ein signifikanter Zusammenhang des Mikroglia-Profildichte des
Kortex mit sowohl der Dichte der weilen Substanz als auch der der CSF ermittelt

werden.

Neben der reinen Quantifizierung der Mikroglia-Profile ergaben Beobachtungen zum
morphologischen Erscheinungsbild Uberraschenderweise markante Unterschiede
zwischen Hirngewebe und den in der CSF identifizierten Mikroglia. Aus dem
Verteilungsmuster in den GroR3hirnproben resultierten neue und relevante Erkenntnisse
bezlglich des Verhaltens und der Funktion der Mikroglia innerhalb des ZNS. Neben dem
Nachweis der laut der aktuellen Literatur gangigen bzw. identifizierten Mikroglia-

Phanotypen konnten auffallend rundliche immuno-positive Zellen unter
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augenscheinlichem Verlust ihrer Zellauslaufer im Bereich der Hirnoberflache und in
Assoziation zu insbesondere medullaren GefalRen nachgewiesen werden. Es fanden
sich demnach deutliche Hinweise, die auf einen Ubertritt der Mikroglia in die CSF
hindeuten, der zum einen Uber einen Gefal3zugang das Konzept des sog. glymphatic
pathways untermauert, anderseits einen Transport der Mikroglia tiber die Hirnoberflache
wahrscheinlich macht.

4.1 Fallkollektiv

Die unter 2.2.1, 2.2.2 sowie 3.1 bereits aufgefuhrten Kriterien zur Datenerhebung und
Auswahl des Gesamtkollektivs zeigen die Zusammensetzung der Fallgruppen, die mit
insgesamt jeweils 15 Fallen einen soliden Umfang umfassten. Gleichwohl kann nicht
ausgeschlossen werden, dass mit einem groReren Gesamtkollektiv ein deutlicheres
Ergebnis bzw. das Herausarbeiten weiterer Zusammenhange mdglich gewesen ware.
Die Geschlechterverteilung im Kollektiv zeigte sich relativ ausgeglichen mit 27 Frauen
und 33 Mannern. Die eingeschlossenen Falle wiesen eine weite Spannbreite des
Sterbealters mit Angaben zwischen 24 Jahren und 97 Jahren auf. Die Einteilung der
Gruppen erfolgte anhand der CSF-Intensitat der immunzytochemischen Untersuchung.
Eine alternative Gruppenaufteilung ware nach Abschluss der Analyse im Hinblick auf
weiterfuhrende Untersuchungen ggf. zu diskutieren. Die 60 Einzelfalle wurden in einem
Zeitraum von 2018 bis 2019 obduziert, wodurch ein weitgehender Ausschluss saisonaler
Einflussfaktoren auf die Sterbefalle [121, 145, 194] garantiert werden konnte. Die
Verteilung der Todesursachen zeigte sich weit gefachert, jedoch mit einem grof3en
Uberhang im Bereich der Herztodesfalle. Die Auswahl der Félle erfolgte sehr sorgféltig
anhand der aufgestellten Einschlusskriterien. Zeitgleich fiihrte die Datenerhebung der
jeweiligen Fallparameter (Todesursache, SEX, AGE, PMI, CPR, CSF-Intensitat und BW)
Zu einem weit gefacherten Spektrum anamnestischer Zusatzinformationen, die zur
Auswertung zur Verfligung standen. Eine umfassende und einheitliche, biografische und
anamnestische Datenerhebung konnte hingegen nicht gewahrleistet werden, da
fallindividuell limitierte Informationen an die Obduzent:.innen herangetragen wurden,
wodurch der Gesamtumfang der grundsatzlich zur Verfligung stehenden Informationen
innerhalb des Fallkollektivs starken Schwankungen unterlag. Aufgrund dessen wurde
die Erfassung der Informationen in dieser Arbeit auf die vorgestellten einzelnen

Parameter beschrankt, da diese fir alle der eingeschlossenen Félle ermittelt werden
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konnten. Informationen zur CPR konnten fallindividuell lediglich unzureichend
gesammelt werden. Grundsétzlich erscheinen fir eine umfassende Beurteilung jedoch
ebenfalls insbesondere sowohl die kurz- als auch langfristige Krankheitsvorgeschichte
der Verstorbenen sowie die vollstandige Erfassung aller relevanten Vorerkrankungen
von deutlicher Relevanz. Diese Informationen standen im Vorfeld dieser Arbeit meist
lediglich in einem ungeniigenden Umfang zur Verfigung und konnten deshalb nicht mit
einbezogen werden. Auch Informationen zur Medikamenteneinnahme lagen nur in
wenigen der eingeschlossenen Fallbeispiele in vollem Umfang vor, gleichwohl ein
deutlicher Einfluss bestimmter Wirkstoffe auf das ZNS und in Bezug auf das Verhalten
der Mikroglia relevant erscheint [95, 100, 116, 126, 177]. In solchen Féllen, in denen eine
tédliche Intoxikation mit korperfremden Substanzen anhand der anamnestischen Daten
zundchst angenommen werden bzw. durch weiterfiihrende Untersuchungen gesichert
werden konnte, lagen in einer Vielzahl der Félle lediglich geringfigige und wenig
detaillierte Informationen zum genauen Konsumverhalten der jeweiligen Verstorbenen
vor, wenngleich auch hier unterschiedliche Effekte verschiedener Substanzen auf das
Verhalten der Mikroglia anzunehmen sind [24, 176, 208, 214]. Insbesondere bei
Sterbefallen mit bereits bekannter Polytoxikomanie konnte die Gesamtheit der

konsumierten Substanzen zumeist nur unzureichend ermittelt werden.

4.2 Methodik

Die routinemaRige Entnahme von Gewebeproben stellt einen festen Bestandteil einer
rechtsmedizinischen Obduktion und stellte demnach keine Problematik dar. Durch
limitierte Moglichkeiten im Hinblick auf Lagerung und Farbemethoden musste sich bei
Asservierung der Gewebeproben auf einzelne Hirnareale des Frontalhirns und des
Parieto-Occipitallappens beschrankt werden. Eine ganzheitliche Beurteilung des
gesamten ZNS war demnach nicht mdoglich. Ein Vorteil der CSF als
Untersuchungsmedium lag insbesondere in der Stabilitdt im Vergleich zu postmortalen
Blutproben [25]. Die Asservierung der CSF zeigte sich ebenfalls unproblematisch durch
leicht zugangliche Punktion des Spinalkanals wahrend der Sektion. Limitiert wurde die
Probengewinnung insbesondere durch das Vorliegen schwerer zerebraler
Blutungsereignisse mit entsprechender Verunreinigung der CSF, schwerer Schadel-

Hirn-Traumata, anderweitiger Verletzungen mit Beteiligung des ZNS bzw. des
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Liquorraums oder bereits fortgeschrittener Faulnisprozesse. Diese Fdélle zeigten sich

demnach im Gesamtkollektiv vergleichsweise unterreprasentiert.

Grundsatzlich kbnnen externe Einfliisse sowie allen voran Autolyse und Faulnisprozesse
die Beschaffenheit von menschlichem Gewebe, demnach auch von Hirngewebe, im
Hinblick auf weiterfiilhrende Untersuchungen stark manipulieren und verschlechtern [33,
38, 210]. Von solchen Veranderungen ist mit steigendem PMI auszugehen. Die Qualitat
histologischer und immunhistochemischer Untersuchungen kann hierdurch massiv zum
Negativen beeinflusst werden, wodurch sich demnach ebenfalls Auswirkungen auf
guantitative sowie qualitative Auswertungen an solchen Gewebeproben ergeben
kénnen. Durch die rechtliche Grundlage mit Notwendigkeit der Vorlage eines
richterlichen Beschlusses als Grundvoraussetzung fir eine gerichtliche Obduktion war
eine aktive Verkirzung des PMI der eingeschlossenen Félle nicht mdglich. Durch die
vorausgehenden Ermittlungsschritte und die rechtlichen Prozesse ergaben sich
innerhalb des Fallkollektivs insgesamt sehr breit gestreute Werte fur das PMI zwischen
10 h und 713 h. Autolyse und Faulnisprozesse wurden jedoch durch umgehende
Klhlung der Verstorbenen bei 4 °C maximal verlangsamt. Um wesentliche Nachteile bei
den nachfolgenden immunhisto- und immunzytochemischen Verfahren mdglichst
ausschlieBen zu kénnen, wurde weiterhin darauf geachtet, die asservierten Proben
zeitnah weiterzuverarbeiten. Die CSF-Asservate wurden demnach gekihlt sowie dem
Liquorlabor zeitnah zur Herstellung der Zytospin-Praparate Ubergeben. Die
Gewebeproben wurden nach ausreichender Fixierung in Formalin weiterverarbeitet.
Weiterhin  kamen lediglich  etablierte und  sensitive  immunzyto- und
immunhistochemische Verfahren unter exakter Einhaltung qualitatsgeprifter
Farbeprotokolle zum Einsatz. Der Umgang mit den benétigten Reagenzien, Materialien
und dem verwendeten Antikérper erfolgten unter gro3ter Sorgfalt, die Farbungen jeweils
unter Mitfihrung einer Positiv-Kontrolle. Zur groben Ubersicht der Gewebe wurden von
jedem Fall ebenfalls HE-Farbungen angefertigt. Die Ergebnisse zeigten, dass durch die
getroffenen MalBnahmen selbst bei Sterbefdllen mit besonders hohem PMI valide
Ergebnisse in den Untersuchungen der einzelnen Medien erlangt werden konnten,
wenngleich  zerebrovaskulare Todesfdlle mit herabgesetzter Qualitdt der
GroRhirnschnitte assoziiert waren. Auswirkungen auf die Qualitat der Gewebeproben
ergaben sich jedoch nicht nur durch postmortale Veranderungen mit herabsinkender
Qualitat, sondern ebenfalls farbeassoziiert [198]. Bei Durchsicht ergaben sich zahlreiche

Préaparate mit abschnittsweise deutlich ungleichméafigen Farbungen insbesondere der
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peripheren Schnittanteile, stellenweise konnten Einrisse bzw. Abrisse von Anteilen der
Hirnschnitte festgestellt werden. GemaR dem unter 2.3.3.2 vorgestellten Farbeprotokoll
erscheint es wabhrscheinlich, dass es trotz Einsatz Poly-L-Lysin-beschichteter
Objekttrager innerhalb einzelner (Wasch-)Schritte zum intermittierenden Ablésen in der
Peripherie der Schnitte gekommen sein mag. Zudem zeigten sich in den
immunhistochemischen  Farbungen  abnehmende  Farbintensitdten in  den
unterschiedlichen  Bereichen der Gyri. Mikroglia wiesen moglicherweise
fixierungsbedingt in den Gyruskuppen eine starkere immunhistochemische Reaktion mit
starkerem Farbverhalten auf als die Bereiche der Gyrus-Wande sowie im Furchengrund.
Bei Durchsicht der HE-Kernfarbung zeigten sich unabhéngig der Lokalisation hingegen
keine Auffalligkeiten. In Fallen mit unzureichendem Ergebnis, ausgepragten Artefakten
oder Abloésung des Gewebes vom Objekttrager wurde die immunhistochemische

Farbung wiederholt.

Die Quantifizierung der Mikroglia-Zellprofile erfolgte standardisiert und softwarebasiert
zum Ausschluss Untersucher:innen-abhangiger verféalschter Messwerte. Die manuell
erstellten Filtereinstellungen schlossen nicht nur immuno-positive Zellkérper der
Mikroglia in die Quantifizierung ein, sondern bericksichtigten ebenfalls TMEM119-
positive Zellfortsatze. So wurde letztlich die Dichte der immuno-positiven Zellprofile
erfasst, die Bestimmung einer absoluten Zellzahl war mit den gewahlten
Untersuchungsmethoden nicht méglich. Grundsatzlich konnten systematische Fehler in
der Auszahlung der Mikroglia-Profile nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Durch die
Verwendung eines einheitlichen, prazisen Filters fir alle Proben konnten Effekte auf das
Gesamtergebnis jedoch minimiert werden. Auf Schnitten konnten haufig isolierte
Zellfortsatze ohne Verbindung zu einem korrespondierenden Mikroglia-Zellkdrper
beobachtet werden. Unter der Annahme eines Zellkérperdurchmessers einer Gliazelle
mitsamt des Zytoplasmasaums (Perikaryon) von etwa 12 pm und einer
dreidimensionalen Ausdehnung der terminalen Verzweigungen bis in den Bereich von
30 um [109] ist bei einer Schnittdicke von 6 um die geometrische Wahrscheinlichkeit fir
einen Anschnitt der zahlreich verzweigten Fortséatze jedoch hoher als fiir den Anschnitt
des Perikaryons einer Mikrogliazelle. Systematische Serienschnitte und mihsame 3D-
Rekonstruktionen kénnten die noch offene Frage der Lokalisation der Perikarya in hdher
oder tiefer gelegenen Gewebeschichten klaren. Allerdings konnten haufig kurze,
verformte und verdrehte Fortsatze ohne Verbindung zu einem Perikaryon beobachtet

werden, deren Anzahl vor allem in den oberen Anteilen der Lamina llla in Richtung auf
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die Grenze zur Lamina Il zunahmen. Dies spricht eher fur ein Abstof3en und einen
Verlust von Fortsatzen, was die Migration des Ubrig gebliebenen Perikaryons durch das
Geflecht von Neven- und Astrogliafortsatzen der Lamina Il und | in Richtung auf die Pia

mater fordern wiirde.

Weiterhin schloss die Auswertung in der gewahlten Methodik lediglich jeweils finf
reprasentative Ausschnitte der Gewebe- und CSF-Proben mit ein, um Mittelwerte zur
Analyse der Mikroglia-Profildichte der einzelnen Kompartimente berechnen zu kénnen.
In denjenigen Hirnschnitten, die stark ausgepragte, qualitative Unterschiede hinsichtlich
der immunhistochemischen Farbung aufwiesen, wurde sich fur die Auswertung auf die
adaquat angefarbten Schnittanteile fokussiert. Artefaktreiche Areale wurden hingegen
nicht berticksichtigt. Weiterhin konnten durch Limitierung der Untersuchung auf kleine
GroRRhirnproben aus Frontal- und Okzipitallappen lediglich diese Hirnareale durch
Ergebnisse der Untersuchungen widergespiegelt werden. Ein Rickschluss auf die

Gesamtheit des ZNS ist damit nur eingeschrankt moglich.

4.3 Anti-TMEM119-Antikorper

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten immunhisto- sowie immunzytochemischen
Untersuchungen postmortalen Hirngewebes sowie der zugehdrigen CSF wurden
anhand der Markierung des Transmembranproteins TMEM119 durchgefihrt. TMEM119-
positive Mikroglia konnten in jeglichen Hirnschnitten nachgewiesen werden, wenngleich
sowohl unterschiedliche Zellkonformitdten als auch intra- sowie interindividuelle
Unterschiede in der Dichte der Zellprofile in den Grof3hirnasservaten identifiziert werden
konnten. Ebenfalls zeigten sich gemafld der Fallgruppenaufteilung immuno-positive
Zellprofile in den CSF-Zytospins der Gruppen ,stark positiv®, ,positiv‘ und ,schwach bis

negativ“ in unterschiedlicher Dichte.

Auf die Problematik der sicheren Differenzierung der Mikroglia von zentralnervbésen
Makrophagen und eingewanderten Monozyten wurde unter 1.2.4 bereits eingegangen.
Satoh et al. berichteten in diesem Zusammenhang bereits 2015 vom grof3en Potenzial
des Transmembranproteins TMEM119 beziiglich der Mikroglia-Forschung [172], trotz
bislang unklarer Funktion des Proteins [217]. 2016 stellten Bennett et al. TMEM119 als
stabilen [17] und spezifischen [17, 30] Marker menschlicher Mikroglia des reifen ZNS
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[17] vor. Wahrend alternative, bis dahin weit verbreitete Marker wie IBA1 ebenfalls in
peripheren Makrophagen exprimiert werden und eine spezifische Differenzierung der
Mikroglia demnach nicht ermdglichen konnten [11, 101], galt TMEM119 als geeignet, die
Zellen von sowohl peripheren als auch residenten Makrophagen unterscheiden zu
konnen [114]. Seither kam der Marker in vielen unterschiedlichen Untersuchungen zum
Einsatz. 2020 gelang es, das Verhalten der Mikroglia am postmortalen Hirngewebe
infolge todlicher SHT mittels TMEM119 im Vergleich zu Kontrollfallen mit Verstorbenen
kardiovaskularer Todesursache Zu untersuchen [27]. Weiterfihrende
immunhistochemische Untersuchungen am postmortalen Hirngewebe fihrten im Verlauf
dank TMEM119 ebenfalls zu weiteren vielversprechenden Ergebnissen in Bezug auf
Todesfalle durch Intoxikationen sowie auch in Bezug auf todliche SHT [24, 29]. Bohnert
et al. gelang es 2019, TMEM119 auch im Bereich der postmortalen CSF-Zytologie mit
Immunzytochemie als validen Marker zu etablieren sowie den Nachweis intakter
Mikroglia-Zellen in postmortalen CSF-Proben zu erbringen [25]. TMEM119 eigne sich
vor allem fir die Untersuchung der morphologischen Subtypen sowie der Dichte der
Mikroglia [148] und wurde demnach auch in der vorliegenden Arbeit als Marker

eingesetzt.

Young et al. kritisierten indes die Spezifitdtt von TMEM119, nachdem sich in
Untersuchungen zu ischamischen Schlaganfallen eine Differenzierung der Mikroglia von
Makrophagen erschwert gezeigt hatte [217]. Weiterhin zeigte sich TMEM119 mitunter in
Untersuchungen nach intrazerebralen Blutungen herunterreguliert [113]. Sowohl Young
et al. als auch Li et al. bezogen sich in ihren Untersuchungen jedoch lediglich auf
Versuche im Mausmodell und Untersuchungen nicht-menschlichen Gewebes. Ruan et
al. konstatierten 2022 das Einhergehen herunterregulierter TMEM119-Markerproteine
mit zunehmender Aktivierung der Mikroglia [165] und bezogen sich u. a. auf die
Untersuchungen von Mercurio et al. [127], gemafd derer die Aktivierung der Mikroglia
nach einem SHT durch Einziehen ihrer Fortsatze und eine Herunterregulierung von
TMEM119 gekennzeichnet sei; eine Differenzierung der Mikroglia von Makrophagen
durch  TMEM119 sei im Umkehrschluss insbesondere unter pathologischen
Bedingungen nicht moglich [11, 127]. Anzumerken ist jedoch, dass sich diese
Ergebnisse ebenfalls lediglich auf Versuche am Tiermodell bezogen und die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf menschliche Gewebeproben unklar bleibt. Paolicelli
et al. wiesen auf eine Stadium-abhangige Spezifitdt von TMEM119 fir Mikroglia hin,

wonach es besonders im Kontext von SHT, zerebralen Ischamien oder MS zu einer
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Herunterregulierung von TMEM119 kommen koénne [148]. Im gegenstandlich
ausgewahlten Fallkollektiv zeigte sich eine Haufung der Félle mit der Todesursachen-
Kategorie ,TBI“ vor allem in den Gruppen ,schwach bis negativ® und ,negativ‘ mit
entsprechend niedrigen oder nicht nachzuweisenden Mikroglia-Profilen in der CSF.
Analoge Auffalligkeiten in der Analyse der Gewebeproben konnten hingegen nicht ohne
Weiteres festgestellt werden. Die entsprechenden Untersuchungen am menschlichen
Hirngewebe konnten den ebenfalls beschriebenen Phanotyp der Mikroglia mit diffus
gefarbten Zellauslaufern und anteilig durch TMEM119 markiertem Soma nachweisen
[148]. Inwiefern ein Zusammenhang zwischen niedriger Mikroglia-Dichte in der CSF und
dem Vorliegen eines TBI besteht, konnte anhand groRerer Fallzahlen zum
todesursachlichen SHT eingehender untersucht werden, wenngleich sich Paolicelli et al.
in ihren Aussagen auf parenchymstandige Mikroglia bezogen [148]. Vankriekelsvenne
et al. auRerten nach ihren Untersuchungen an postmortalem Hirngewebe an MS
erkrankter Patient:innen ebenfalls Skepsis an der Spezifitit von TMEM119, nachdem
ihnen der Nachweis von TMEM119 im murinen Lymphknoten- und braunem Fettgewebe
gelungen war. Sie bezogen sich in ihren Untersuchungen jedoch nur in einem geringen
Anteil auf die Arbeit mit menschlichem Gewebe, wahrend der Grofiteil der
Untersuchungen ebenfalls auf die Arbeit an tierischem Material entfiel [204]. Inwiefern
sich durch die angebrachte Kritik eine Aussage zur Differenzierung zentralnervoser
Mikroglia und Makrophagen mittels TMEM119 im menschlichen Gewebe [204] ableiten
lasst, kann demnach nach jetzigem Forschungsstand nicht hinreichend sicher beurteilt

werden.

Im Mausmodell konnte indes dartber hinaus das Transmembranprotein ,sialic-acid-
binding immunoglobulin-like lectin-h*, kurz Siglec-H, identifiziert werden [102]. Siglec-H
zeigte sich fur murine Mikroglia spezifisch und konnte unabhangig vom Stadium der
Aktivierung auch unter pathologischen Bedingungen in Mikroglia nachgewiesen werden
[101, 102]. CD44 bspw. wird im Gegensatz zu peripheren Zellen nicht auf der Oberflache
der Mikroglia exprimiert und kénnte so ebenso fur die Unterscheidung der Zelltypen
eingesetzt werden [94]. Es bleibt zu erforschen, inwiefern weiterfiihrende
Untersuchungen gangiger und neuer Mikroglia-Marker wie IBA1 [148], CX3CR1 und
potenziell Siglec-H [54] oder Oberflaichenmarker wie CD44 [94], insbesondere in
Kombination untereinander sowie mit TMEM119 und in Bezug auf die Untersuchung
menschlichen postmortalen Gewebes, die sichere Identifizierung humaner

zentralnervéser Mikroglia in kommenden Untersuchungen ermdglichen kénnen.
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4.4 Nachweis von Mikroglia im Hirnparenchym

4.4.1 Mikroglia-Profildichte in Kortex und Marklager

Es ergaben sich teils markante Unterschiede zwischen den einzelnen untersuchten
Schnitten hinsichtlich der nachgewiesenen TMEM119-positiven Mikroglia im
Hirngewebe (siehe Tabelle 7, Tabelle 8, Tabelle 9 und Tabelle 10). Die Unterschiede,
die sich inter- wie intraindividuell beobachten lieRen, standen im Zusammenhang mit der
Zusammensetzung des Fallkollektivs (siehe Tabelle 3, Tabelle 4, Tabelle 5und Tabelle
6). Grundsatzlich liel3 sich zunachst kein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem
Erscheinungsbild und der Dichte der telenzephalen Mikroglia sowie der
zugrundeliegenden Todesursache des jeweiligen Sterbefalls erkennen. Wahrend die
Fallgruppe ,negativ keinerlei Mikroglia-Profile in der CSF aufwies, konnten jedoch in
jedem dieser Falle Mikroglia-Profile im Hirngewebe nachgewiesen werden.
Todesursachen mit erwartbarem schnellem Todeseintritt wie aus der Kategorie TBI mit
bspw. todesursachlichem schweren SHT oder Polytraumata sowie akute Herztodesfalle
waren insbesondere in der Fallgruppe ,negativ® vertreten. Sterbefalle mit nachweislich
langem Krankheitsverlauf, bspw. infolge eines Multiorganversagens bei Sepsis, wurden
hingegen haufiger der Gruppe ,stark positiv‘ zugeordnet. Diese Feststellungen
implizieren die Fahigkeit der lokal anséssigen kortikalen sowie subkortikalen Mikroglia,
auf auRere Umstande bzw. Pathologien innerhalb eines relativ kurzen Zeitintervalls
reagieren zu kénnen [45, 139], wahrend das Auftreten der Mikroglia in der CSF mit einem
langeren Verlauf assoziiert zu sein scheint. Gleichwohl ist jedoch anzumerken, dass sich
akute Herztodesfalle anteilig auf alle Fallgruppen verteilt zeigten und einzelne
Sterbefalle mit schnellem Todeseintritt (bspw. Polytrauma) ebenso in der Gruppe ,stark

positiv“ vertreten waren.

Wie in Abbildung 12, ersichtlich ergab die Analyse der Gewebeproben einen
signifikanten Zusammenhang der nachgewiesenen Mikroglia-Dichte des Kortex und der
des Marklagers. Dieses Ergebnis liel3 wiederum auf eine enge Beziehung zwischen den
in der Hirnrinde anséassigen Mikroglia und derjenigen des Marklagers schlie3en. Eine
Kommunikation bzw. Aktivierung von Mikroglia Uber die Grenzen der Kompartimente
hinweg ist demnach anzunehmen. Gleichwohl konnten in Einzelfallen teils markante
intraindividuelle Unterschiede der jeweiligen Dichte in Mark und Rinde festgestellt
werden. Wahrend in der Literatur mitunter von einer grundsétzlich héheren Mikrogliazahl

im Marklager berichtet wurde [108, 141], ergaben sich unter den hier untersuchten Fallen
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ebenso teils deutlich erhohte Dichtewerte der TMEM119-positiven Mikroglia im Kortex
im Gegensatz zum korrespondierenden Marklager. Tan et al. berichteten indes von
unterschiedlichen Mikroglia-Dichten in Abh&ngigkeit der jeweiligen Hirnregion [190].
Inwiefern dies einen entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse zur Dichte-Bestimmung
in den untersuchten Hirnproben genommen haben kann, konnte durch direkten

Vergleich von Hirnproben mit jeweils exakt identischer Lokalisation untersucht werden.

Grundsatzlich lag der Fokus der Untersuchungen dieser Arbeit anhand der
zugrundeliegenden Fragestellung auf der Analyse eines expliziten Zusammenhangs der
erhobenen Fallparameter (Todesursache, SEX, AGE, PMI, CPR, und BW) mit der
nachgewiesenen Mikroglia-Dichte in der postmortalen CSF und dem Zusammenhang
zum Hirnparenchym. Die potenzielle Einflussnahme der erfassten Einzelfaktoren auch
auf die Reaktion der telenzephalen Mikroglia ist anzunehmen. Ein solcher
Zusammenhang wurde in der Analyse der Ergebnisse bei Fokussierung auf die CSF
zunadchst jedoch nicht untersucht. Weiterhin wurde in der Betrachtung der
eingeschlossenen Sterbefélle innerhalb des Fallkollektivs keine explizite Unterscheidung
zwischen akuten Todesfallen und solchen mit bereits langjahrigen, chronischen
Vorerkrankungen vorgenommen. Insbesondere der Bereich der neurodegenerativen
Erkrankungen [45, 85, 141, 173] sowie fortgeschrittene Alterungsprozesse des ZNS
[173, 211] sind jedoch wie bereits vorgestellt von erheblicher Relevanz flir das
Vorkommen und die Verteilung der zentralnervésen Mikroglia. Eine explizite
Gegenuberstellung der Ergebnisse solcher Sterbefalle mit denen eines plétzlichen
Todeseintritts ohne lange Krankheitsvorgeschichte wurde zum jetzigen Stand nicht
durchgefuhrt. Um die potenzielle Einflusshahme von bspw. neurodegenerativen
Veranderungen auf die Verteilung und Dichte der Mikroglia im Hirnparenchym auch an
postmortalen Grof3hirnproben untersuchen zu kénnen, sollte eine solche Differenzierung

der Falle demnach in Zukunft miteinbezogen werden.

4.4.2 Morphologie und Verteilung

Neben der urspriinglich angestrebten Dichtebestimmung im Grof3hirn ergab sich bei
Betrachtung der immunhistochemischen Farbungen ebenso die Mdoglichkeit der
morphologischen  Differenzierung unterschiedlicher  Mikroglia-Variationen  und
Phanotypen. In den Hirnschnitten konnten eine Vielzahl der in der Fachliteratur bereits

beschriebenen gewebsstandigen Strukturmodelle der Mikroglia [11, 20, 94, 139, 148,
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173] nachgewiesen werden. Sternformig verzweigte Mikroglia mit zahlreichen feinen
Fortsédtzen zeigten sich ubiquitéar Gber das Gewebe verteilt. Immuno-positive
Zellauslaufer lie3en sich stellenweise mit steigendem PMI nur noch unscharf im
Parenchym abgrenzen, wahrend eine hohe Dichte von Zellfortsatzen sich gleichzeitig
meist mit einer intensiven Farbung des Neuropils vergesellschaftet zeigte. Darliber
hinaus konnten innerhalb einzelner Bereiche der Schnitte Unterschiede in der Anzahl,
Reichweite und Ausrichtung der Zellauslaufer einzelner Mikroglia-Profile differenziert
werden. Weiterhin ergaben sich insbesondere in den kortikalen Anteilen markante

Verteilungsunterschiede im Zusammenhang zur Zellmorphologie.

4.4.2.1 Kortikale Mikroglia

Insbesondere im Bereich der kortikalen Lamina | konnten im Gegensatz zu tiefer
gelegenen Rindenanteilen sowie dem subkortikalen Marklager auffallend runde,
immuno-positive Zellkdrper identifiziert werden. Die damit eher amdboid konfigurierten
TMEM119-positiven Mikroglia-Profile [201], die in direkter topographischer Néhe zur
GrofRhirnoberflache differenziert werden konnten, implizierten den Verlust bzw. eine
Retraktion ihrer Zellfortsatze sowie eine Migration der Zellen in Richtung der weichen
Hirnhaut bzw. des sich anschlieRenden subarachnoidalen Liquorraums. Solche
amoboiden Mikroglia wurden in der Literatur zumeist mit einem aktivierten Zellstadium
[47, 94, 107] und einer Reaktion auf einen Stimulus, insbesondere unter pathologischen
Bedingungen [11, 148] in Verbindung gebracht. Folgt man dieser Annahme, so lieferten
die erbrachten Ergebnisse zum Verteilungsmuster der Mikroglia in der Grofl3hirnrinde
Hinweise darauf, dass es sich bei den in Umgebung zur Hirnoberflache nachgewiesenen
TMEM119-positiven Glia um Zellen in einem aktivierten Stadium gehandelt haben muss
und sich diese Zellen aktiv in dieses Areal begeben haben kdnnten. Migration der
Mikroglia an den Ort eines pathologischen Reizes stellt wie bereits erlautert eine der
grundséatzlichen Fahigkeiten der Mikroglia dar [139]. Demnach waére eine lokale
Erhdéhung der Mikroglia-Dichte insbesondere in lokal begrenzten, geschadigten
Hirnarealen oder Herdbefunden zu erwarten. Der Nachweis des aufféalligen
Verteilungsmusters im Kortex gelang jedoch u. a. in einem Fall einer tddlichen
Kohlenmonoxidvergiftung (siehe Abbildung 6), der grundséatzlich eine globale und nicht
lokale Schadigung des ZNS durch Sauerstoffmangel zugrunde liegt. In einem weiteren
Fall mit Hypoxie-bedingtem Todeseintritt nach Aspiration zeigte sich ein vergleichbares

Bild (siehe Abbildung 7). Das oberflachennahe Hirngewebe war in diesem Einzelfall
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hingegen besonders squamds aufgelockert. Eine solche 6dematdse Veranderung des
Nervengewebes kann hinweisend auf eine potenzielle Stérung der BBB sein. Sowohl
einzelne als auch gruppiert angeordnete Mikroglia-Profile mit je nur geringgradig
ausgebildeten bzw. keinen Zellfortsdtzen konnten in diesen Kortexarealen identifiziert
werden. Das Neuropil wies auch hier lose verteilte, einzelne Zellauslaufer auf und zeigte
Anteile der Hirnoberflache mit bereits abgeltster Pia mater. Der Nachweis immuno-
positiver Mikroglia-Profile implizierte unter den gegebenen Gewebeveranderungen die
Moglichkeit eines passiven, diffusen Ubertritts der Glia in die CSF im Zuge einer
Vulnerabilitat der physiologischen Barriere zwischen Hirnparenchym und Liquorraum.
Weiterhin zeigte sich eine Assoziation der TMEM119-positiven Mikroglia mit noch partiell
ersichtlichen Anteilen der Arachnoidea. Ein vergleichbares Verteilungsmuster der
Mikroglia nahe der Hirnoberflache konnte weiterhin im Fall eines septischen
Geschehens nachgewiesen werden (siehe Abbildung 8). Einer Sepsis liegt im Zuge der
systemischen Inflammation demnach ebenso eine globale Beeintrachtigung des ZNS
zugrunde [43, 175, 189, 192]. In diesem Fall zeigten die oberflachennahen, immuno-
positiven Mikroglia des Kortex direkten Bezug zur weichen Hirnhaut. TMEM119-positive
Mikroglia-Profile konnten beim direkten Ubertritt durch die Pia mater nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 8). Die Migration amdéboider Mikroglia in die Néhe der
Hirnoberflache kdnnte demnach im aktiven Ubertritt der Zellen in die CSF begriindet
sein. Diese Erkenntnis lieR auf eine Beziehung der ortsansassigen Mikroglia des
Hirngewebes und der CSF schlieBen, durch die sich beide Kompartimente in ihrer
Mikroglia-Dichte bedingen oder bei der zumindest die Mikroglia-Profildichte des
Rindenparenchyms die Dichte der Mikroglia in der CSF beeinflusst. Dieser
Zusammenhang konnte auch statistisch belegt werden (siehe Abbildung 11). Nachdem
zwischen Marklager und der CSF hingegen kein signifikanter Zusammenhang
nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 13), die Dichte von Rinde und Mark
jedoch miteinander korrelierten (siehe Abbildung 12), ware eine Beziehung vom Mark
zur CSF durch fortlaufende Reizweiterleitung Uber die kortikalen Hirnanteile potenziell
denkbar. Der nachgewiesene runde Zelltyp mit Verlust bzw. Einziehen der Zellfortsatze
auf dem Weg zur Oberflache der Hirnrinde ware grundsatzlich vereinbar mit einem
erleichterten Ubertritt der Zellen. Gleichzeitig bietet die durch Sulci und Gyri groRe
Hirnoberflache ein entsprechend grof3es Areal fir den Austausch der Mikroglia vom
Parenchym in die CSF. Das Marklager bietet mitsamt den Wanden des Ventrikelsystems
weitaus weniger potenzielle Austauschflache, was grundsatzlich eine mdgliche Ursache

der fehlenden Korrelation zwischen Mikroglia-Profildichte der CSF und des Markraums
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darstellen konnte. In diesem Zusammenhang erscheinen insbesondere auch die
periventrikularen Hirnanteile von besonderer Bedeutung. Miyata beschrieb bereits die
Bedeutung der in den zirkumventrikularen Organen (,circumventricular organ®, CVO)
verorteten Mikroglia in Bezug auf die Informationsweitergabe an andere Hirnareale
[128]. Andere Untersuchungen ergaben Hinweise auf den u. a. schadigenden Einfluss
aktivierter Mikroglia auf das Ventrikelependym [59]. Subventrikulare Mikroglia sollen im
engen Austausch mit dem Ventrikelsystem und den Ependymzellen stehen [36]. Die in
dieser Arbeit untersuchten GroR3hirnareale umfassten hingegen lediglich
oberflachennahe Gyrus-Anteile mit Kortex sowie Marklager und wiesen demnach in
keinem der eingeschlossenen Fdélle Anteile des Ventrikelsystems bzw. des
ventrikelnahen Hirnparenchyms auf. Insbesondere das Erscheinungsbild und
Verteilungsmuster der periventrikularen Mikroglia sowie der Mikroglia in den CVO wéren
jedoch von immenser Bedeutung im Hinblick auf die bereits erlangten Erkenntnisse.
Weitere immunhistochemische Untersuchungen entsprechender Hirnareale kénnten,
insbesondere unter Erhalt des Ependyms sowie der Plexus choroidei, eine potenzielle
Assoziation der Mikroglia zu den Ependymzellen herausarbeiten. Uber
immunhistochemische Gewebeanalysen koénnte auch der potenzielle Ubertritt der

Mikroglia Uber die Ventrikelwand und der Zugang zur CSF weiter untersucht werden.

4.4.2.2 Mikroglia im perivaskuléaren Hirngewebe

Wie unter 1.2.2.1 bereits erértert handelt es sich bei der Mikroglia um mobile und
dynamische Zellen innerhalb des ZNS [139]. Bereits 1957 wurde im Zusammenhang mit
neurodegenerativen Erkrankungen die Eigenart der Zellen beschrieben, in Richtung
Gefalle zu migrieren und sich letztlich im perivaskularen Spaltraum einzufinden [174].
Humane Mikroglia zeichnen sich zudem bereits in frihen Entwicklungsstadien des ZNS
durch topographische Nahe zum zerebralen GefaRsystem aus [130]. Bei Durchsicht der
Schnitte konnte ebenfalls eine Assoziation der immuno-positiven Mikroglia zu den
zentralnervésen Gefal3en festgestellt werden. Hierbei ergaben sich jedoch Unterschiede
zwischen den einzelnen Kompartimenten des Grof3hirns. Die enge topographische
Beziehung der Mikroglia zum vaskularen System auf3erte sich vornehmlich im Bereich
des Marklagers. Grundséatzlich konnten jedoch sowohl arterielle als auch vendse Gefalde
Uberwiegend in den medullaren Arealen der untersuchten Schnitte nachgewiesen
werden. Die identifizierten GeféaRe wiesen zudem unterschiedliche Kaliber und

Anschnitte des Lumens auf. Medullare TMEM119-positive Mikroglia-Profile zeigten in
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der Umgebung vaskularer Anteile &hnlich phanotypische Eigenschaften auf, wie sie
auch in Bezug auf die Mikroglia nahe der Hirnoberflache festgestellt worden waren. Die
Zellprofile zeichneten sich ebenso durch einen eher runden Zellkbrper ohne bzw. mit
lediglich wenigen Fortsatzen aus, der anndhernd améboid imponierte (siehe Abbildung
9). In der direkten Umgebung konnten im perivaskuldren Parenchym ebenso teils lose
verteilte immuno-positive Zellauslaufer festgestellt werden. Unter der Hypothese des
potenziell aktiven Ubertritts von Mikroglia tiber die weiche Hirnhaut ware demnach bei
Zugrundelegung der festgestellten Auffalligkeiten beziglich der perivaskular
identifizierten Mikroglia auch ein Ubertritt tiber die GefaRwand unter Passieren der BBB
in die Blutbahn denkbar. Perivaskulare Mikroglia weisen eine Assoziation zur BBB auf
[201]. Haruwaka et al. konnten in ihren Untersuchungen zudem zeigen, dass Mikroglia
im Zuge inflammatorischer Umgebungsbedingungen einen ambivalenten Einfluss auf
die Integritat der BBB ausiiben kdénnen [79]. Dieser Arbeit zufolge seien die Zellen durch
aktive Migration in die perivaskularen Parenchymanteile im Stande, direkten Kontakt mit
den Endothelzellen aufzunehmen und hierdurch zum Erhalt der Integritat der BBB
beizutragen. Gleichzeitig kbnne es im Kontrast hierzu durch den Einfluss der Mikroglia
ebenso zu einer Beeintrachtigung der BBB kommen. Es zeigte sich au3erdem, dass im
Zuge chronisch inflammatorischer Krankheiten ein Riickgang sowie eine Verkirzung der
Zellfortsatze der perivaskularen Mikroglia festgestellt werden konnte [79]. Der
beschriebene Phanotyp stand damit weitgehend im Einklang mit der nachgewiesenen
Zellmorphologie der Mikroglia-Profile in direkter Umgebung medullarer Gefal3profile der
hier untersuchten Schnitte und kénnte demnach auf eine direkte Interaktion zwischen

Mikroglia und der BBB hinweisen.

Die Anordnung der Mikroglia um die medullaren GefaRprofile kénnte weiterhin im
Zusammenhang mit dem bereits unter 1.3 beschriebenen Konzept des glymphatic
pathway [5, 89] stehen. Mittels direkter Drainage der CSF (ber einen periarteriellen
Spaltraum in das zentralnerviose Parenchym soll der kontinuierliche, anschliel3end
periventse Abtransport und die effiziente Entsorgung etwaiger Stoffwechselprodukte,
analog zum peripheren Lymphsystem, aus dem ZNS Uber kontinuierlichen Austausch
der ISF mit der CSF gewaéhrleistet sein [4, 18, 42, 74, 89, 92, 137, 163, 209]. Bei
Betrachtung der auffalligen topgraphischen Assoziation der TMEM119-positiven Zellen
im perivaskularen Marklager ware demnach analog zur kortikalen Lamina | ebenso der
Ubertritt der Mikroglia in einen periarteriellen CSF-Zufluss im perivaskularen Spalt

denkbar. Der Eintritt in die CSF Uber das glymphatische System kénnte demnach neben
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dem Weg Uber das Ventrikelependym und dem Ubertritt der kortikalen Mikroglia tiber die
Meningen einen alternativen Zugangsweg in die CSF darstellen. Richtungsweisende
Hinweise flir die Bedeutung des glymphatic pathway insbesondere in Bezug auf das
Marklager des Grof3hirngewebes ergaben sich dahingehend, dass eine vergleichbare
Assoziation der Mikroglia zum vaskularen System in den kortikalen Parenchymanteilen
nicht festgestellt werden konnte. Es ergaben sich demnach Hinweise auf einen
gewebespezifischen Zusammenhang der Verteilung der Mikroglia im perivaskularen

Gewebe.

Eine genaue Analyse der Beziehung der Mikroglia zu den GefalRen bzw. dem
perivaskularen Spaltraum wéare demnach von grof3er Bedeutung fiir die Untersuchung
der postmortalen Mikroglia-Dichte in der CSF. Eine genauere Differenzierung der
Beziehung der TMEM119-positiven Zellen zur Gefalladventitia konnte aufgrund teils
massiver Artefakte der Parenchymschnitte im Bereich der Gefalie jedoch nicht naher
untersucht werden. Farbeassoziiert zeigten sich teils massive Schrumpfspalte in direkter
Umgebung der GefalRprofile. Insbesondere eine potenzielle Assoziation der Mikroglia
zur Basalmembran und den Endothelzellen ware in diesem Zusammenhang jedoch von

entscheidender Bedeutung.

4.5 Nachweis von Mikroglia in der CSF

4.5.1 Morphologie und Verteilung

Die Ergebnisse der immunzytochemischen Untersuchungen der CSF-Proben konnten
eine allgemeine Pleozytose der postmortalen CSF [25, 154] bestatigen. Ausgehend vom
erstmaligen immunzytochemischen Nachweis der Mikroglia in der postmortalen CSF
mittels TMEM119 durch Bohnert et al. [25] konnten die Ergebnisse dieser Arbeit auf
diesen Erkenntnissen aufbauen. Ein Hauptaugenmerk lag zum einen in der
Identifizierung und zum anderen im Versuch der Klassifizierung der stellenweise stark
variierenden Dichte der TMEM119-positiven Mikroglia. Die Auswahl der
Einschlusskriterien fur die vier gebildeten Fallgruppen (siehe Tabelle 1) erfolgte anhand
der Dichte in der CSF und noch vor Durchfiihrung der Auswertungen der Paraffin-

Schnitte. Im Hinblick auf die Ergebnisse der quantitativen Auswertung am
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Grol3hirngewebe wurde bereits fur weiterfihrende Untersuchungen auf eine alternative

Gruppenaufteilung hingewiesen.

Waéhrend Bohnert et al. im Jahr 2019 zunachst den immunzytochemischen Nachweis
TMEM119-positiver Mikroglia in der postmortalen CSF liefern konnten [25], wurde in
dieser Arbeit ebenfalls die Morphologie der nachgewiesenen Mikroglia in der CSF
genauer untersucht und in direkten Vergleich mit dem phanotypischen Erscheinungsbild
der Mikroglia in der gangigen Literatur sowie den Gewebeproben dieser Arbeit gesetzt.
Wahrend Augusto-Oliveira et al. [11] oder jingst Paolicelli et al. [148] fur die Mikroglia
im Hirngewebe sowohl unter physiologischen als auch pathologischen Bedingungen
zahlreicher Strukturformen beschrieben hatten [11, 148], die im Zuge der
immunhistochemischen Untersuchungen auch in den hier untersuchten Hirnschnitten
nachgewiesen werden konnten, wies die Mikroglia der postmortalen CSF einen
einheitlichen Phanotyp auf (siehe Abbildung 10). Die immuno-positiven Zellprofile
waren Uber das jeweilige Zytospin-Praparat anndhernd gleichmafig verteilt.
Charakteristisch zeigte sich ein vergleichbar groRRer, runder Zellkdrper mit grofzem, klar
erkennbarem Zellkern. Die mittels TMEM119 markierten Anteile fanden sich in der
Zellmembran als rundlicher, roter Saum. Die nachgewiesenen Mikroglia in der
postmortalen CSF entsprachen in ihrem Phéanotyp demnach den Untersuchungen aus
2019 [25] und ahnelten im Allgemeinen der Zellmorphologie peripherer Makrophagen
bzw. dem amoéboiden Mikroglia-Subtyp [11]. Im Gegensatz zum Uberwiegend
vorgefundenen Phéanotyp der Schnitte wiesen die Zellprofile in der CSF
lichtmikroskopisch keinerlei Zellauslaufer auf. Elektronen-mikroskopische Aufnahmen,
wie sie Tremblay et al. bereits zur Identifizierung feinster Zellvorspriinge genutzt hatten
[195], wurden bei limitierten Untersuchungsmaoglichkeiten nicht hergestellt. Zu
diskutieren bleibt, inwiefern sich die Klassifizierung der morphologischen Subtypen
Parenchym-standiger Mikroglia auf Zellprofile in der postmortalen CSF Ubertragen lasst.
Das Vorliegen aktivierter Mikroglia in der CSF kdnnte jedoch potenziell auf eine

spezifische Funktion der Mikroglia im Liquorraum hindeuten.

4.5.2 Ubertritt der Mikroglia in die CSF

Durch den Nachweis eines statistischen Zusammenhangs zwischen der Dichte
TMEM119-positiver Mikroglia im Kortex und der der postmortalen CSF konnte der Beleg

eines Zusammenhangs zwischen den Mikrogliazellen der Hirnrinde und denen der CSF
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erbracht werden. Dieser Zusammenhang mit dem Hirnparenchym lie?@ demnach
mehrere Hypothesen zu. Ein passiver Ubertritt der Zellen in die CSF ware demnach
durch einen diffusen Ubertritt der Zellen in den Liquorraum grundsétzlich denkbar. Ein
solcher wére bspw. unter der Annahme einer Schrankenstérung oder einer Verletzung
der Hirnh&ute unter pathologischen Bedingungen mit Moglichkeit eines Zellaustausches
zwischen Hirnparenchym und CSF zu vereinbaren. Hinweise hierfur ergaben sich
insbesondere bei genauerer Untersuchung der lichtmikroskopischen Aufnahmen eines
Falles mit hypoxisch bedingtem Todeseintritt nach Aspiration (siehe Abbildung 7). Ein
rein auf postmortale Veranderungen zuriickzufihrender, durch Autolyse und Faulnis
beglinstigter Ubertritt der Zellen in Abhangigkeit eines steigenden PMI konnte hingegen
statistisch widerlegt werden. Weiterhin deuteten die Auffalligkeiten der identifizierten
Zellmorphologie in CSF und Hirnparenchym sowie das spezielle Verteilungsmuster der
Mikroglia im GroBhirngewebe auf einen kausalen Zusammenhang beider
Kompartimente hin. Die Zellprofile in der postmortalen CSF ahnelten in der
Gesamtschau den Mikrogliazellen, die im Hirnparenchym oberflachennah sowie
perivaskular nachgewiesen worden waren. Runde, amoboid erscheinende Zellen ohne
Zellauslaufer in der CSF entsprachen demnach nicht dem Uberwiegenden Zelltyp des
Hirngewebes und den sog. resting microglia mit stark verzweigten Zellauslaufern. Ein
diffuser Ubertritt der Zellen durch durchlassige Kompartimentsgrenzen und
Verletzungen von zentralnerviosen Grenzstrukturen wirde demnach zumindest anteilig
verzweigte Mikroglia in den immunzytologischen Untersuchungen der CSF erwarten
lassen. Der passive Verlust von Zellauslaufern im Sinne eines ,Abreiltens® wirde mit
hoher Wahrscheinlichkeit mit dem Auftreten von Mikroglia mit defekter Zellmembran und
Farbeartefakten durch lose, jedoch weiterhin TMEM119-positive Zellfortsatzreste in den
jeweiligen Zytospins einhergehen. Das einheitliche Auftreten intakter Mikroglia-Profile
ohne Zellauslaufer sowie das Fehlen TMEM119-positiver Artefakte in den Zytopsins

lieRen hingegen auf einen aktiven Ubertrittsprozess in die CSF der Zellen schlieRen.

Die Ubereinstimmung des Phanotyps zwischen CSF und oberflachennahem sowie
perivaskularem Hirngewebe unterstiitzt die Annahme, dass Mikroglia potenziell Zugang
zur CSF innehaben. Die Hypothese eines aktiven Ubertritts der Mikroglia aus dem
Hirnparenchym in die CSF steht im Einklang mit den Erkenntnissen der Analyse der
GroRBhirngewebeproben. Der immunhistochemische Nachweis TMEM119-positiver
Mikroglia beim Durchtritt durch die Pia mater (siehe Abbildung 8) stiitzt demnach diese

Annahme. Aktiv in die CSF entsendete, vollfunktionsfahige Mikroglia waren im Stande,
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ihre vielfaltigen Funktionen ebenso im Bereich der CSF aufzunehmen und damit
ganzheitlich auf das ZNS einzuwirken. Denkbar waren in diesem Zusammenhang bspw.
die Ausschittung bestimmter Mediatoren mit einer hieraus resultierenden globalen
zentralnervésen Antwort auf ein zunéchst lokal beschranktes Ereignis bzw. eine fokale
Pathologie. Auch die Ausbreitung inflammatorischer Gewebereaktionen oder die
Rekrutierung peripherer Immunreaktionen waren auf diesem Wege potenziell denkbar.
Im Zuge dessen waren so inshesondere die hohe Zelldichte in der CSF von Sterbeféallen
im Rahmen langer anhaltender und schwerer Erkrankungen, wie z.B. septischen
Geschehen [37, 131, 192] mit global schadigendem Einfluss auf das ZNS zu erklaren
(siehe Abbildung 10).

Grundlegend ergab sich aufgrund dieser Annahmen jedoch eine weitere zentrale
Fragestellung: Zu welchem Zeitpunkt gelangen Mikroglia aus dem Hirnparenchym in den
Liquorraum? Die Ergebnisse implizierten, dass der Ubertritt der Mikroglia in die CSF ein
langeres Zeitintervall in Anspruch zu nehmen scheint, als es die Reaktion der im
Parenchym ansassigen Mikroglia bedarf. Es kénnte ein sogenanntes Passage Delay
zwischen Hirngewebe und Subarachnoidalraum bestehen [29]. So wiesen Todesfalle mit
schnell eintretendem Tod (bspw. fulminanter Myokardinfarkt) im CSF-Zytospin eine
geringe Dichte oder ganzliches Fehlen von TMEM119-positiven Mikroglia-Profilen auf,
wahrend sich in den korrespondierenden Gewebeproben eine jeweils bereits hohe
Dichte differenzieren lie3. Zwei weitere Félle eines akuten Myokardinfarkts wiesen
hingegen sowohl kortikal als auch im CSF-Zytospin eine jeweils hohe Dichte an Mikroglia
auf. Beide Falle wiesen jedoch auch eine ausgepragte Krankheitsvorgeschichte mit
multiplen vorausgegangenen Myokardinfarkten auf. Der Nachweis hoher Mikroglia-
Profildichten in der CSF in diesen Fallen impliziert, dass der Ubergang der Zellen in die
CSF eine gewisse Zeit in Anspruch nehmen muss. Kortikale und subkortikale Mikroglia
erscheinen demnach in der Lage, vergleichsweise schneller auf interne und externe
Einflusse reagieren zu kénnen. Der Ubertritt der Mikroglia in die CSF, ob aktiv oder
passiv, scheint demnach einem zeitlichen Verzégerungsintervall zu unterliegen, wobei
die genauen Umstande und Einflussfaktoren auch anhand der ermittelten Ergebnisse
dieser Arbeit zunachst wunklar bleiben. Eine nahere Betrachtung der
Krankenvorgeschichte einbezogener Sterbefalle, wie unter 4.4 bereits erértert, kdnnte in

diesem Zusammenhang zu weiteren Erkenntnissen flhren.
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4.5.3 Einfluss der erhobenen Fallparameter auf die Mikroglia-

Profildichte in der postmortalen CSF

Im Zuge der Analyse der postmortalen CSF ergaben sich als Grundlage der
Gruppeneinteilung teils massive interindividuelle Unterschiede in der nachgewiesenen
Dichte der TMEM119-positiven Mikroglia-Profile. Zusammenfassend lie3en die
Ergebnisse mehrere Hypothesen zu. Die teils starken Unterschiede in der Dichte der
Mikroglia-Profile in den CSF-Proben lieRen auf zunachst unklare Faktoren schliel3en, die
das quantitative Aufkommen der Zellen im Liquorraum beeinflussen mussen. Die
systematische Erfassung zusatzlicher Parameter zu jedem der einzelnen Sterbefalle
ermoglichte die Untersuchung mehrerer potenzieller Einfluss- und Storfaktoren auf die
Intensitat der postmortalen CSF. Die Untersuchungen der zunachst naheliegendsten
Parameter zu Todesursache, SEX, AGE, PMI, CPR und BW lie3en auf einen Einfluss
von der CPR auf die Mikroglia-Dichte in der CSF schlie3en und konnten insbesondere

das PMI als relevanten Einflussfaktor ausschliel3en.

4.5.3.1 Zusammenhang der CSF-Intensitat mit Gehirngewicht,

Sterbealter und Geschlecht

Wie in Abbildung 14 ersichtlich, zeigte sich das BW von AGE und SEX abhangig. Mit
abnehmendem BW bei Anstieg des Lebensalters entsprachen die erfassten Daten damit
der allgemeingultigen Auffassung sowie der aktuellen Studienlage zur Reduzierung der
Hirnmasse im Zuge von Alterungsprozessen [21, 49, 78, 152, 170, 187, 212]. Gleichwohl
ist das mannliche Geschlecht per se mit einem hdéheren BW vergesellschaftet [49, 78,
153, 187], was die Messergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigt. Nebenbefundlich
wurde so die Validitat der erhobenen Messwerte zum ermittelten BW durch den
bestehenden Zusammenhang mit AGE und SEX belegt, wenngleich andere potenzielle
Einflussfaktoren nicht beriicksichtigt wurden [22, 153]. Die CSF-Intensitat zeigte keinen
Zusammenhang mit SEX und BW. Im Gegensatz zu vorausgegangenen
Untersuchungen, die unterschiedlich hohe Zellzahlen in der postmortalen CSF in
Abhangigkeit vom Alter feststellen konnten [154], ergab sich anhand der erhobenen
Daten weiterhin keine Korrelation der Mikroglia-Profildichte der postmortalen CSF mit

dem Sterbealter.
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45.3.2 Einfluss der Todesursache auf die CSF-Intensitat

Im Widerspruch zu anderweitigen Untersuchungen, in denen auf molekularer Ebene
varilerende Zusammensetzungen der postmortalen CSF in Abhangigkeit von der
Todesursache nachgewiesen worden waren [90, 111, 158], konnte anhand der hier
erhobenen Daten kein Zusammenhang der CSF-Intensitat und der zugrunde liegenden
Todesursache festgestellt werden. Wie unter 4.5.2 jedoch bereits erlautert, ergaben sich
in einzelnen Fallen Hinweise darauf, dass die Krankenvorgeschichte im direkten Bezug
zur Todesursache Einfluss auf die Mikroglia-Dichte in der CSF nehmen kénnte. Eine
differenziertere Betrachtung der Todesursachen als in den hier vorgenommenen
Ubergeordneten Kategorien ware demnach potenziell geeignet, in weiterfihrenden
Untersuchungen zur Identifizierung einzelner ausschlaggebender Faktoren (z. B. letale
Uberdosis einer bestimmten koérperfremden Substanz) beizutragen. Grundsatzlich lieRe
sich in diesem Zusammenhang auch eine alternative Einteilung oder individuelle

Betrachtung der Todesursachen realisieren.

4 .5.3.3 Effekte von ReanimationsmaflRnahmen auf die CSF-

Intensitat

Maflnahmen zur CPR wurden zu jedem Sterbefall sorgfaltig abgefragt. In insgesamt funf
der Falle konnten seitens der Ermittlungsbehoérden hierzu jedoch keine Angaben
gemacht werden. Statistisch ergab sich fir die Gbrigen eingeschlossenen Einzelfalle
eine negative Korrelation der CPR und der PMI. Dieser Zusammenhang lasst sich
schlussig durch den kurzen Zeitraum erklaren, fir den eine Reanimationsbehandlung
einer leblosen Person grundsatzlich sinnvoll erscheint. Die CPR st in ihrer
therapeutischen Wirksamkeit aufgrund externer Einflisse interindividuell stark limitiert
und wird bei Vorliegen von Anzeichen eines langeren PMI nicht mehr zur Anwendung
kommen, wahrend in Akutereignissen (bspw. einem beobachteten Herzinfarkt oder
Verkehrsunfall) Erste-Hilfe-MalRnahmen durchaus effektiv sein kdnnen. Wie in
Abbildung 14 weiterhin ersichtlich, konnte dagegen ein positiver Zusammenhang
zwischen der CPR und der CSF-Intensitét ermittelt werden. Die genaue Ursache dieser
Korrelation bleibt zunachst unklar. Zu diskutieren ware beispielsweise eine potenzielle
Mobilisation hirnrindenstandiger Mikroglia unter pathologischen Bedingungen mit
anschlieBendem Ubertritt der Zellen in die CSF. Hinweise auf einen solchen Ubertritt der

Zellen an der Hirnoberflache ergaben sich demnach wie bereits erlautert in den
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immunhistochemischen Untersuchungen dieser Arbeit (siehe Abbildung 6, Abbildung
7 und Abbildung 8). Von Interesse erscheinen in diesem Zusammenhang auch die
beglunstigenden Faktoren fiir solch eine Mobilisation der Mikroglia durch externe
Einflussfaktoren. In Bezug auf die CPR waren hierfur insbesondere die Dauer der
WiederbelebungsmalRnahmen, das Ausmald der Hypoxie und Ischamie des Gewebes
sowie die zugrundeliegende Ursache der Reanimationspflichtigkeit denkbar. Auch diese
Daten konnten nur teilweise fur die eingeschlossenen Falle erhoben werden. Weiterhin
implizieren die Ergebnisse, dass das Aufrechterhalten einer Blutzirkulation Einfluss auf
die Dichte der Mikroglia in der CSF ausiiben konnte. So konnte in der Fallgruppe
,negativ* lediglich ein einziger Fall identifiziert werden, bei dem eine CPR vorgenommen
worden war. Mit Ausnahme eines weiteren Falles wiesen 13 Sterbefélle anamnestisch
keine Wiederbelebungsmallinahmen auf. Hieraus ist abzulesen, dass ein zumindest
zeitweise Aufrechterhalten des zerebralen Blutflusses im Zusammenhang mit der CSF-
Intensitét zu stehen scheint und ggf. zu einer héheren Dichte an Mikroglia-Profilen in der
CSF fiihren kann.

4.5.3.4 CSF-Intensitat in Abhéangigkeit vom PMI

Zu jedem der eingeschlossenen Einzelfalle wurde anhand der vorliegenden Daten das
jeweils individuelle PMI errechnet. Das PMI definiert sich grundséatzlich als Zeitintervall
zwischen Eintritt des Todes bzw. der Auffindung [8] und Untersuchung [171] des
Leichnams. Die Bestimmung eines genauen PMI stellt bis heute eine der grof3en
Herausforderungen der rechtsmedizinischen Tatigkeit und forensischen Arbeitsweise
dar [38, 50, 82, 168, 205, 210], da sie die Kenntnis eines genauen Todeszeitpunkts
voraussetzt. Das Potenzial zur Definierung eines exakten Todeszeitpunkts ist hingegen
bislang limitiert auf u. a. die Beurteilung der sicheren Todeszeichen, Tests supravitaler
Korperreaktionen, Beurteilung potenzieller Faulnisprozesse sowie postmortale
Temperaturmessungen, diese im Speziellen nach Henf3ge [83, 84, 178] oder nach Mall
[88, 124, 125, 134]. Hieraus kann jedoch meist lediglich auf grobe Zeitraumangaben zum
Todeseintritt geschlossen werden [8, 32]. Zahlreiche sowohl in- als auch extrinsische
Faktoren kdnnen die postmortalen Prozesse teils immens beeinflussen [50]. Alternative
Untersuchungsmethoden, die es ermdglichen, den Todeseintritt genauer zu definieren,
sind Gegenstand aktueller Forschung [56, 65, 110, 168]. Zur Erfassung der PMI wurden
in der vorliegenden Arbeit die Angaben aus den jeweiligen Todesbescheinigungen sowie

die Zeitpunkte der Obduktion herangezogen. Es muss demnach davon ausgegangen
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werden, dass es fallindividuell zu Abweichungen zwischen errechnetem und ,realem®
PMI gekommen sein kann (stellenweise lediglich Angabe des Auffindezeitpunkts eines
Leichnams mit darauffolgender Feststellung des Todes versus frustrane CPR mit
genauer Angabe des Versterbens). Lediglich sparliche Informationen konnten weiterhin
fur diejenigen Zeitraume erhoben werden, die von Verstorbenen nach Akutereignissen
bzw. nach Traumata zunéachst tberlebt worden waren. Gleiches galt grundséatzlich fur
Angaben zur Agonie. Starke Verdnderungen hinsichtlich des Verhaltens der Mikroglia
im ZNS sind jedoch u. a. insbesondere in der akuten, posttraumatischen Phase zu
erwarten [16, 120] und waren demnach auch fur die Interpretation der Ergebnisse dieser

Arbeit von Relevanz, konnten jedoch nicht genauer untersucht werden.

Postmortale Veranderungen in der Zusammensetzung und Qualitdt der CSF in
Abhangigkeit von einem steigenden PMI wurden bislang angenommen. De-Giorgio et
al. konnten im Versuch zur Eingrenzung des PMI (Uber postmortale
computertomographische  Hirnscans  Hinweise auf eine  Reduktion der
Seitenventrikelvolumina sowie eine Dichtezunahme der CSF in Abhangigkeit vom
jeweiligen Zeitintervall finden [48]. Diese Ergebnisse koénnten u. a. durch eine
postmortale Flissigkeitsreduktion der CSF, z. B. durch Versacken ins Parenchym oder
einen Zelllbertritt aus dem Parenchym in die CSF, bspw. im Rahmen einer postmortalen
Schrankenstdrung, erklart werden. Steigende Zellzahlen in der postmortalen CSF seien
demnach mutmaflich ein lediglich postmortales Artefakt [133, 154] und das Ergebnis
autolytischer sowie faulnisbedingter Prozesse, die im Zusammenhang mit dem PMI zu
sehen sind [213]. Die Auswertung der hier zugrundeliegenden Daten ergab hingegen
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem PMI und der Dichte der TMEM119-
positiven Mikroglia-Profile in den CSF-Proben (siehe Abbildung 14). Folgt man dem, so
scheint das PMI zunachst keinen Einfluss auf die Anzahl der Mikroglia in der CSF
auszulben. Das langste PMI von 713 h war zwar mit einer vergleichsweise hohen
Mikroglia-Dichte und der Fallgruppe ,positiv’ assoziiert, gleichzeitig wies ein Fall der
Gruppe ,stark positiv‘ hingegen das kurzeste PMI des gesamten Fallkollektivs von
lediglich 10 h auf. Diese Ergebnisse wurden durch die statistische Analyse bestéatigt.
Eine starke Einflussnahme durch ein steigendes PMI mit fortschreitender Autolyse und
Faulnisprozessen konnte fir die eingeschlossenen Falle dieser Arbeit demnach
widerlegt werden. Ganz im Gegenteil bestatigten die Resultate die postmortale CSF

hingegen als valides und stabiles Untersuchungsmedium [9].
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Durch Beschrankung auf die Erfassung des PMI als Zeit zwischen Todes- bzw.
Auffindezeitpunkt und der Sektion wurde der Einfluss der Art der Leichenaufbewahrung
und -kiihlung sowie insbesondere deren Lange auler Acht gelassen. Grundséatzlich
konnte anhand der erhobenen Daten zum PMI nicht sicher auf den Grad etwaiger
Autolyse- und Faulnisprozesse zuriickgeschlossen werden. Sterbefalle mit jeweils
identischem PMI konnten demnach unterschiedliche Fallkonstellationen aufweisen
(bspw. Kihlung im Kidhlraum bei konstant tiefen Temperaturen versus Wohnungsleiche
mit unklaren Lagerungsbedingungen fir einen identischen Zeitraum). Die regelhafte
Kidhlung von Leichnamen bei niedrigen Temperaturen dient der Verlangsamung
autolytischer Vorgéange bzw. der Faulnisprozesse. Entscheidend fiir die Untersuchung
postmortaler Einflisse auf die CSF-Zytologie erscheint demnach ebenfalls, in welchem
Zeitintervall nach Todeseintritt, wie lange und unter welchen Bedingungen ein Leichnam
aufbewahrt wurde. Angaben hierzu konnten fur die Sterbefélle der vorliegenden Arbeit
nicht erhoben werden und wurden deshalb zunachst nicht beriicksichtigt. Inwieweit die
postmortale Kiihlung Autolyse und Faulnis verlangsamt und wenn ja, in welchem Mal3e,
oder ob es zu einem weitgehenden Stillstand dieser Prozesse kommt, kann demnach
anhand der erhobenen Daten nicht abschlieend beurteilt werden. Ein potenzieller
Einfluss der postmortalen Leichenkihlung auf die Befunde erscheint in der
Gesamtschau zumindest mdglich, die Einberechnung der Leichenliegezeit unter
Kihlung fir weitere Untersuchungen mitunter ebenfalls sinnvoll. Eine alternative
Definition des PMI ware in diesem Zusammenhang demnach ebenfalls in Erwagung zu

ziehen.

Zur direkten Untersuchung eines potenziellen Einflusses eines weiter fortschreitenden
PMI auf die CSF-Zusammensetzung unter gleichbleibender Kiihlung eines Leichnams
ware bspw. eine repetitive Entnahme von CSF an Verstorbenen in festgelegten
Intervallen zu diskutieren. Vergleichende immunzytochemische Untersuchungen der
Einzelproben waren potenziell geeignet, den Verlauf von Veradnderungen der
postmortalen Liquorzytologie und demnach ebenso Anderungen der postmortalen
Mikroglia-Profildichte abbilden zu kénnen. Weiterflhrende Untersuchungen kénnten
zudem prufen, ob Unterschiede bezlglich der CSF-Zusammensetzung und Zytologie in

Abhangigkeit der Entnahmestelle verifiziert werden kdnnen [66].

Inwiefern dem Ubertritt der Mikroglia vom Hirnparenchym in die CSF passive oder aktive

Prozesse zugrunde liegen, konnte anhand der Untersuchungsergebnisse der
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postmortalen CSF zusammenfassend noch nicht hinreichend differenziert werden. Der
statistisch signifikante Zusammenhang zwischen der Mikroglia-Profildichte im Kortex
und der der CSF spricht jedoch gegen einen ungerichteten Ubertritt der Zellen im
Rahmen postmortaler Prozesse. Aus den immunhistochemischen Untersuchungen
ergaben sich Hinweise, die beide Alternativen potenziell denkbar erscheinen lassen.
Potenzielle Zugangswege konnten im Bereich der Meningen und des zentralnervésen
vaskularen Systems identifiziert werden und sollten in Erweiterung mit periventrikularen
Hirnanteilen, dem Ventrikelependym sowie insbesondere in Bezug auf das Konzept des

glymphatic pathway weiter untersucht werden.

4.6 Limitationen

Die der Arbeit zugrundeliegenden Untersuchungen umfassten bei einer gewahlten
Fallzahl von 15 Verstorbenen pro Gruppe ein Gesamtkollektiv von 60
Einzelfallbeispielen. Grundséatzlich ist damit die eingeschrénkte Aussagekraft der
Ergebnisse im Vergleich zu einem gréRer gewahlten Umfang zu nennen. Die
eingeschlossenen Falle wurden im Vorfeld der Arbeit nicht selektiert, sondern lediglich
anhand der Ergebnisse der immunzytochemischen Farbung und deren Intensitat in die
vier Fallgruppen eingeteilt. Die Auswahl der Gruppenkriterien erfolgte willkdrlich, eine
alternative Gruppenaufteilung ware in Zusammenschau mit den endglltigen
Ergebnissen dieser Arbeit demnach denkbar. Die pro Fallbeispiel erhobenen Daten
beschrankten sich auf die Parameter Todesursache, SEX, AGE, PMI, CPR, CSF-
Intensitat und BW. Weiterhin wurde der Einfluss dieser Faktoren lediglich in Bezug auf
die Intensitat der CSF-Farbung, nicht hingegen die Korrelation mit den Ergebnissen zur
Dichte der Mikroglia-Profile im Hirnparenchym analysiert. Weiterflhrende
Untersuchungen sollten, sofern moglich, vollstindige  Zusatzinformationen,
insbesondere Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme und Substanzmissbrauch, in
die Auswertung miteinbeziehen und damit das Spektrum der potenziellen
Einflussfaktoren auf die Ergebnisse in CSF und Hirnparenchym erweitern. Der
Ausschluss etwaiger Stérfaktoren in Bezug auf die Untersuchung einer akuten Reaktion
der Mikroglia in allen drei Untersuchungsmedien erscheint bisweilen nur in solchen
Fallen méglich, in denen es zu einem plétzlichen und sofortigen Todeseintritt gekommen
sein mag und keine Vorerkrankungen vorlagen. Weiterhin konnten detaillierte Angaben

zur Leichenaufbewahrung insbesondere im Hinblick auf den Zeitpunkt der
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Leichenkiihlung mangels limitierter zur Verfigung stehender Informationen nicht
erhoben werden, sodass der Einfluss postmortaler Kuhlung auf den Fortschritt von
Autolyse und Féaulnis sowie deren Effekte auf die Mikroglia-Dichte nicht berlcksichtigt
werden konnten. Die asservierten Grof3hirn-Anteile wurden zwar fir jeden der Einzelfélle
in analogen Hirnregionen des frontalen bzw. parieto-okzipitalen GroR3hirnlappen
entnommen, jedoch lassen diese anhand ihrer limitierten Grof3e nicht zwangslaufig
Ruckschluss auf andere Hirnareale zu. Gliale Reaktionen in alternativen Hirnregionen
wurden damit potenziell nicht erfasst. Weiterhin wiesen die untersuchten
Gewebeasservate keine Anteile des periventrikularen Markraumes oder Anschnitte des
Ventrikelsystems  auf.  Gleichwohl  sind  potenzielle  Unterschiede  des
immunhistochemischen Farbeprozesses zu beachten, die zu unterschiedlichen
Intensitaten der Gyrianteile fihren konnen. Ergadnzende Untersuchungen
unterschiedlicher Hirnregionen konnten demnach zur Aufklarung maoglicher
unterschiedlicher parenchymaler Reaktionsweisen der Mikroglia beitragen. Die
durchgefiihrten Fixierungs- und Farbeprozesse flhrten weiterhin zu Veranderungen des
behandelten Parenchyms. Schrumpfungsprozesse des Gewebes mit scheinbarer
Erhéhung der Zelldichte konnten grundsétzlich als Stoérfaktor nicht ausgeschlossen
werden. Abldésungen der Schnitte vom Objekttrager flhrten in einigen Fallen zu
intensiveren Farbungen in der Peripherie sowie zu Einrissen oder Verlust bestimmter
Schnittanteile. Die Anfertigung von Dickschnitten ware potenziell geeignet, die
dreidimensionale Ausdehnung der Mikroglia insbesondere in den supragranuléaren
Anteilen sowie im perivaskularen Parenchym besser abzubilden und die Hypothese zum

Verlust der Zellfortsatze in diesen Bereichen zu bestatigen.

4.7 Ausblick

Durch die Ergebnisse der durchgefuhrten Untersuchungen erscheint der zumindest
abschnittsweise aktive Ubertritt der Mikroglia aus dem Parenchym in die CSF sehr
wahrscheinlich. Die Ergebnisse konnten einen statistisch signifikanten Zusammenhang
mit dem PMI widerlegen, sodass insbesondere die regelhafte Enthahme und die
vergleichenden Untersuchungen von klinischen CSF-Proben lebender Patient:innen
unter Berucksichtigung vielfaltiger Krankheitsbilder hilfreich ware, um den Zeitraum und
die Bedingungen des Ubertritts der Mikroglia in die CSF genauer definieren zu kénnen.

In ersten orientierenden Analysen klinischer CSF in Fallen von Subarachnoidalblutungen
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konnten TMEM119-positive Mikroglia bereits erfolgreich identifiziert und so die
Ergebnisse der Arbeit bestétigt werden, wonach der Nachweis von Mikroglia in der
postmortalen CSF nicht das Resultat rein postmortaler Veranderungen darstellt
(unpublizierte Daten). Die Analyse klinischer CSF bezuglich des Nachweises von
Mikroglia kénnte so ebenfalls in Bezug auf klinische und therapeutische Fragestellung
Ergebnisse von erheblicher Relevanz erbringen. Im Hinblick auf die Ergebnisse der
Auswertung erscheinen dabei insbesondere die Untersuchung der CSF unter
septischem Einfluss von besonderem Interesse, da speziell in diesen Fallen

aul3erordentlich hohe Mikroglia-Dichten festgestellt werden konnten.

Um den potenziellen Einfluss der Leichenlagerung und insbesondere der
Leichenkihlung bei gleichzeitig steigender PMI abzubilden, wére die Analyse von
solchen CSF-Proben in Betracht zu ziehen, die fallspezifisch in festgelegten
regelméanRigen Intervallen unter gleichbleibenden Umgebungsbedingungen entnommen
werden konnen. Im Hinblick auf die Morphologie und Verteilungsmuster der Mikroglia im
Hirngewebe sind insbesondere ganzheitliche Untersuchungen des gesamten Gehirns
bzw. der Vergleich einzelner zytoarchitektonisch abgrenzbarer Hirnareale vorzunehmen.
Auffalligkeiten in Bezug auf eine perivaskulare Anhaufung der Mikroglia der hier
untersuchten Einzelfalle konnten hingegen durch ergénzende immunhistochemische
Untersuchungen unter Zuhilfenahme des Mikroglia-Markers CD206 [23, 172] im

GroRRhirnparenchym bereits bestatigt werden.
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5 Zusammenfassung

Die dieser Arbeit zugrundliegenden Untersuchungen am postmortalen Hirngewebe und
den korrespondierenden Proben postmortaler CSF konnten einen Zusammenhang der
Dichte der parenchymalen TMEM119-positiven Mikroglia und der der CSF belegen.
Innerhalb der analysierten Kompartimente bestehend aus Kortex, Marklager und CSF
ergaben sich weit gefacherte Messwerte zur jeweiligen Dichte der immuno-positiven
Mikroglia. Die Ergebnisse implizierten eine schnelle Reaktion der Mikroglia im
Hirngewebe und einen zeitverzdgerten Nachweis von immuno-positiven Mikroglia in der
CSF. Signifikante Effekte von Alter, Geschlecht, Hirngewicht und insbesondere einem
steigenden Postmortalintervall konnten als potenzielle Einflussfaktoren hinsichtlich der
CSF-Intensitat ausgeschlossen werden. Eine positive Korrelation ergab sich hingegen
zwischen der Mikroglia-Dichte der CSF und den Angaben beziglich erfolgter
Reanimationsmaflinahmen der eingeschlossenen Sterbefélle als Hinweis auf einen

relevanten Zusammenhang mit dem zerebralen Blutfluss.

Neben dem urspringlich angestrebten isolierten Vergleich zwischen der TMEM119-
positiven Mikroglia-Profildichte der CSF, des Kortex und der des Markraums ergaben
sich nach Analyse weiterhin morphologische Auffalligkeiten der identifizierten Mikroglia
und teils spezifische Verteilungsmuster. Die abschnittsweise laminédre Anordnung der
Zellen in den kortikalen Gewebeanteilen wies insbesondere in den supragranuléaren
Schichten nahe der Hirnoberflache strukturell auffallige Mikroglia-Profile mit annéhernd
rundem Zellkdrper und wenigen bis keinen Zellfortsatzen auf. Ein annéhernd identisches
Bild konnte im perivaskularen Marklager festgestellt werden und wies auf einen
Zusammenhang zum Ubertritt der Mikroglia in die CSF sowie eine Assoziation zu den
medullaren GefaRen hin. Der erstmalige Nachweis des aktiven Ubertritts der TMEM119-
positiven Mikroglia durch die weiche Hirnhaut implizierte einen aktiven Zugangsweg der
Zellen in die CSF unter Ausbildung eines amdboid erscheinenden Phéanotyps neben
einem lediglich diffusen und passiven Ubertritt der Zellen unter pathologischen
Bedingungen.

Die durchgefiihrten Untersuchungen belegen das enorme Potenzial der postmortalen
CSF als Untersuchungsmedium insbesondere im Hinblick auf die Erhebung der
Mikroglia-Dichte und die Analyse der Mikroglia-Morphologie in Bezug auf

neuropathologische Beteiligung im ZNS und damit verbundenen Fragestellungen.
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