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1. Einleitung

Die progressive multifokale Leukoenzephalopathie (PML) wurde erstmals
1958 als eigenstandige Erkrankung des zentralen Nervensystems von Astrom,
Mancall und Richardson beschrieben. Die Autoren untersuchten drei
Autopsiefélle einer ungewdhnlichen zerebralen Entmarkungskrankheit, wobei
ein Patient an Morbus Hodgkin und zwei Patienten an einer chronisch
lymphatischen Leukamie litten. Sie schilderten die neurologischen Symptome
der Patienten und beschrieben die neuropathologischen Veranderungen
dieser Erkrankung, deren Atiologie vorerst noch ungeklart blieb [Astrom et al.,
1958]. Nur ein Jahr spater au3erten Cavanagh und seine Mitarbeiter erstmals
den Verdacht auf eine virale Genese dieser Erkrankung [Cavanagh et al.,
1959]. Diese Vermutung wurde 1962 durch Waksman und Adams in einer
Studie Uber 21 Falle von infektiosen Leukoenzephalitiden wiederholt
[Waksman und Adams, 1962]. Der Nachweis der viralen Genese wurde 1965
von zwei Arbeitsgruppen erbracht, die elektronenmikroskopisch im
Hirngewebe eines PML-Patienten intranukleare EinschliRRe in
Oligodendrozyten als Virusmaterial der Papova-Virusgruppe identifizieren
konnten [Zu Rhein und Chou, 1965; Silverman und Rubinstein, 1965]. Der
Name "Papova" leitet sich aus der urspringlichen Unterteilung in Papillom-
und Polyomaviren und das "vacuolating agent"(SV40) ab [Cole, 1996]. 1971
gelang es Padgett et al., das Virus aus dem Hirngewebe eines an PML
verstorbenen Patienten zu isolieren und auf Zellkulturen aus humanen fetalen
Gliazellen zu kultivieren. Das Virus wurde nach den Initialen dieses Patienten
als JC-Virus benannt [Padgett et al., 1971]. Die Papovaviren sind 45-55 nm
grof3e, ikosaedrische, unbehillte Viren mit einem doppelstrangigem DNA-
Genom [Bienz, 1989]. Das Genom der Polyomaviren ist in eine "frihe" und
eine "spate" Region unterteilt. Die frihe Region wird friih, nachdem das Virus
in die Zelle eintritt transkribiert und enkodiert die viralen Regulatorproteine. Die
spate Region des Genoms wird erst nach der viralen DNA-Replikation
transkribiert und enkodiert die Kapsidproteine. Das Kapsid des JCV besteht
aus drei viralen Kapsidproteinen (VP1,VP2 und VP3) [Kim et al., 2001]. Das

JC-Virusgenom enthélt annahernd 5000 Basenpaare mit einem einfachen



genomischen Aufbau [Cole, 1996]. Das JC-Virus gehort wie das BK-Virus zu
den humanen Polyomaviren. Diese Viren haben eine grof3e Verbreitung in der
Erwachsenenbevolkerung  [Walker und  Padgett, 1983]. Serum-
untersuchungen haben gezeigt, dass bereits 10% der Funfjahrigen und 69%-
90% der Erwachsenenbevdlkerung IgG- Antikérper gegen JCV aufweisen; die
meisten Menschen erwerben das JC- Virus vor dem funfzehnten Lebensjahr
[Dalsgaard Hansen et al., 1996]. Bis heute konnte keine genaue Klinische
Symptomatik in Zusammenhang mit der Initialinfektion des JC-Virus gebracht
werden. Der Nachweis von JCV-Genom in Tonsillengewebe unterstiitzt jedoch
die Vermutung, dass der initiale Viruseintritt Gber die Tonsillen stattfindet. Es
ware somit denkbar, dass die Primarinfektion eine weitgehend symptomlose
Infektion der oberen Luftwege oder des Oropharyngealtraktes darstellt
[Berger, 1999]. Die PML gehort zu den "Slow-Virus-Infektionen" des ZNS,
welche nach langer Inkubationszeit progredient bis zum Tode fortschreiten.
Eine "Slow-Virus-Infektion" ist eine persistierende Infektion, bei der der Korper
das Virus Uber einen sehr langen Zeitraum beherbergt und die Infektion latent,
inapparent oder manifest verlaufen kann [Falke, 1999]. Die PML ist eine
demyelinisierende Erkrankung des ZNS, die das Marklager des Grof3hirns
bevorzugt, aber auch das Kleinhirn und den Hirnstamm befallen kann
[Kuchelmeister et al., 1993a; Xin Dang und 1.J. Koralnik, 2006]. Es finden sich
oft multifokale, punktformige, disseminierte Entmarkungsherde, die zur
Konfluenz neigen und am haufigsten an der Rinden-Markgrenze lokalisiert
sind. Meist sind beide Gehirnhemispharen symmetrisch betroffen, wobei eine
Seite praktisch immer starker befallen ist. Am haufigsten sind die Parietal-,
Frontal- und Okzipitallappen betroffen, aber auch jede andere Hirnregion kann
befallen sein [Thurnher et al., 1997]. Insbesondere bei AIDS-assoziierten
PML-Fallen kdnnen die Entmarkungsherde zu sehr ausgedehnten L&sionen
konfluieren, die auch einen ausgesprochen nekrotisierenden Charakter zeigen
und somit an Hirninfarkte erinnern kénnen [Kuchelmeister et al., 1993b].
Astrom, Mancall und Richardson beschrieben 1958 die
Demyelinisierungsherde als diffuse, weiche, grau diskolorierte L&asionen der

weillen Substanz. Es handelte sich um disseminierte perivaskulare



Destruktionsfoci der Myelinscheiden mit sparlichen Achsenzylindern. Die
kleinsten noch erkennbaren Lasionen bestanden aus perivaskularen
Ansammlungen pleomorpher mikroglioser Zellen ohne eine definierbare
Verdanderung des Myelins. In den grol3eren Foci fanden sie zusatzlich voll
entwickelte Phagozyten in vermehrter Anzahl und hypertrophe, proliferierte
Astrozyten. Die Peripherie grol3erer Lasionen war charakterisiert durch eine
dichte zellulare Wand aus pleomorphen mikrogliosen Zellen, proliferierten
Astrozyten und Zellen mit runden basophilen Zellkernen. Diese Zellen lagen
auffalligerweise zwischen den aufgereihten, normalen interfascikularen
Oligodendrozyten im Randbereich einiger Lasionen. Astrom et al. (1958)
nahmen daher an, dass es sich bei diesen Zellen um veranderte
Oligodendrozyten handelt. Diese Annahme wurde in weiteren Studien
bestatigt [Cavanagh et al., 1959; Waksman und Adams, 1962]. Spatere
mikroskopische Untersuchungen dieser Demyelinisierungsherde zeigen im
Zentrum neben dem  Verlust der Markscheiden auch einen
Oligodendrozytenverlust und eine Vermehrung von vergro3erten, z.T.
pleomorphen, bizarr geformten und an Tumorzellen erinnernde Astrozyten. In
der Peripherie dieser Foci finden sich transformierte Oligodendrozyten mit
vergrolRertem Zellkern und intranukledren, zum Teil amphophilen oder
eosinophilen JC-Virus-Einschlusskorperchen [Kuchelmeister et al., 1993; von
Einsiedel et al.,, 1993; Brooks und Walker, 1984; Dorries et al., 1979;
Silverman und Rubinstein, 1965; ZuRhein und Chou, 1965]. Nachdem es uber
einen bisher noch weitgehend unbekannten Ubertragungsweg zur
Primarinfektion gekommen ist, persistiert das Virus offenbar im Kdrper und
wird erst unter immunsuppressiven Bedingungen produktiv. Die Seropravalenz
des JC-Virus in der Normalbevélkerung liegt bei bis zu 90% [Walker und
Padgett, 1983]. Die gesunde Bevdlkerung weist zumeist IgG-Antikdrper gegen
das JC-Virus auf. Bei PML-Patienten spricht der haufig vorliegende Mangel
von IgM-Antikérpern gegen das JC-Virus fur eine Reaktivierung einer latenten
Infektion, da eine Neuinfektion mit JCV zunéchst die Bildung von IgM-
Antikérpern nach sich ziehen wiirde [Major et al., 1992]. Bei der PML handelt

es sich um eine sogenannte opportunistische Infektionskrankheit, da sich nur



bei einer verschwindend kleinen Anzahl von PML-Patienten keine
Grunderkrankung, die das Immunsystem schwécht, nachweisen lasst [Berger
und Major, 1999]. Als immunsupprimierende Grundkrankheit bei Patienten mit
PML kam nach einer ersten groRen Fallibersicht von Brooks und Walker
(1984) den lymphoproliferativen Erkrankungen (62.2% d. Falle) die absolut
grof3te Bedeutung zu, gefolgt von Immundefizienz bei Organtransplantationen,
rheumatologischen Erkrankungen und Kollagenosen (16,1% der Falle),
granulomatdésen und inflammatorischen Erkrankungen (7,4% der Falle),
myeloproliferativen Erkrankungen (6,5% der Falle) und Karzinomerkrankungen
(2.2% der Falle). Aksamit unterscheidet bei den nicht AIDS-assoziierten PML-
Fallen zwischen zwei Grunderkrankungsgruppen, der lymphoretikularen
Malignitat (55% der Falle) und den Organtransplantationen (7% der Félle)
[Aksamit, 2006]. Seit Mitte der 80-ziger Jahre stehen aber die Falle von AIDS-
assoziierter PML zahlenmafig ganz im Vordergrund [Kuchelmeister et al.,
1993b]. Gehorte die PML friher zu den seltenen Erkrankungen, so ist sie
durch das Auftreten der AIDS-Pandemie immer haufiger geworden. Vor der
AIDS-Ara sind, nach der Ubersicht von Brooks und Walker, in den Jahren
1958 - 1983 insgesamt 230 Falle von PML in der Literatur beschrieben
worden. Wenn man nun heute von einer PML-Erkrankungsrate von 0,8% -
4,0% bei AIDS- Patienten ausgeht und diese Zahlen auf die 300 000 AIDS-
Falle, die bis 1995 in den Vereinigten Staaten registriert waren, bezieht,
ergeben sich allein in den USA bis 1995 ca. 6000 PML- Erkrankungen im
Rahmen von AIDS, also fast dreif3ig mal so viele Félle wie in den 25 Jahren
vor der AIDS-Epidemie [Aksamit, 1995]. Diese Zahlen machen deutlich,
warum der PML in den letzten Jahren ein immer grof3er werdendes Interesse
entgegengebracht wird. Die Aktualitdt des Themas zeigen auch die neuesten
Studienergebnisse lber die medikamentdse Therapie der Multiplen Sklerose
mit Natalizumab (Tysabri®), welche in einigen Fallen bei den behandelten
Patienten zur Reaktivierung des Virus und zur PML-Erkrankung gefihrt hat
[Koralnik, 2006; Stuve et al., 2007; Khalili et al., 2007]. Auch in der
Behandlung von Lymphomen mit dem monoklonalem Antikdrper Rituximab

konnte in einzelnen neuropathologischen Autopsiebefunden die Entwicklung



einer PML beobachtet und verdéffentlicht werden [Freim Wahl et al., 2007].

Die Vielfaltigkeit der klinischen Symptome der PML erklart sich durch die
multifokale Lokalisation der Demyelinisierungsherde im ZNS. Nach der
Ubersicht von Brooks und Walker im Jahre 1984 wies die Mehrzahl der
untersuchten Patienten mentale, visuelle und motorische Defizite auf. Die
Patienten konnen eine Demenz, Sensibilitdtsstérungen, Ataxie, Sehstérungen,
Inkontinenz, motorische Stérungen bis hin zur Paraparese und Koma zeigen
[von Einsiedel et al., 1993]. Oftmals beginnt die neurologische Symptomatik
schleichend oder subakut.

In der Therapie der AIDS-assoziierten PML hat sich in Einzelféllen die HAART
(highly active antiretroviral therapy) in Kombination mit Proteaseinhibitoren
bewahren kénnen [Sala et al., 2001; Geschwind et al., 2001; Antinori et al.
2001]. HAART ist die Bezeichnung fir eine Kombinationstherapie mit drei bis
vier  antiviralen  Medikamenten aus folgenden  Wirkstoffklassen:
nukleosidanaloge Reverse-Transkriptase-Hemmer, nicht nukleosidanaloge
Reverse-Transkriptase-Hemmer und Proteasehemmer [Manji und Miller,
2000]. Albrecht und seine Mitarbeiter (1998) fanden in ihren Untersuchungen
heraus, dass an PML erkrankte AIDS-Patienten einen signifikanten Nutzen
aus der HAART zogen. Die Patienten wiesen langere Uberlebenszeiten auf
und zeigten eine Verbesserung ihrer Symptome bzw. eine ungewo6hnlich
verlangsamte Progression ihrer Symptome [Clifford et al., 1999]. Die alleinige
Therapie mit Nucleosidanalogen zeigte in ihren Untersuchungen nicht den
gewinschten Erfolg [Albrecht et al., 1998]. Das erste Nukleosidanalog, das zur
Behandlung der PML eingesetzt wurde, war Cytarabin (cytosine arabinoside).
Es zeigte eine Unterdrickung der JCV-Replikation in Zellkulturen, doch die mit
Cytarabin behandelten, meist HIV-positiven Patienten zogen weder einen
Benefiz noch eine verbesserte Prognose aus der Therapie [Weber und Major,
1997; Tubridy et al., 2000; Happe et al., 2000]. In einer Studie von Aksamit
zeigte sich jedoch bei der intravendsen Gabe von Cytarabin eine 36%ige
Chance fur HIV-negative PML-Patienten, eine Stabilisierung fur ein Jahr zu
entwickeln [Aksamit, 2001]. Eine Behandlung mit Interferon zeigte Erfolge in

der Leukopenieverbesserung und Viruselimination [Arbusow et al., 2000].



Besonders geeignet scheint die subkutane Gabe von Alpha-Interferon zu sein,
da dies in einer Studie im Jahr 2000 von Manji und Miller zur signifikanten
Verlangerung der mittleren Uberlebenszeit in der so behandelten
Patientengruppe fuhrte. Nath et al. (2006) beschreiben die immunmodulativen
und antiviralen Effekte des R-Interferon, die eine Rolle spielen kdnnen in der
Verlaufsmodulation einer JC-Virusinfektion. Auch wenn die Effekte des R3-
Interferon noch nicht ausreichend studiert sind, glauben die Autoren, dass
durch die Mdglichkeit multiple antivirale Wirtsgene zu stimulieren und die
retrovirale Replikation zu regulieren, die Behandlung mit 3-Interferon vor allem
fur PML-Patienten mit HIV-Infektion einen potentiellen Nutzen haben kdnnte
[Nath et al., 2006]. Eine neue Strategie zur Inhibition der JCV-Replikation
basiert auf dem Einsatz von Topoisomeraseinhibitoren wie Topotecan und
Camopthectin. Sie zeigten in vitro eine erfolgreiche Unterdriickung der viralen
DNA-Replikation und sollen auch bei der AIDS-assoziierten PML wirksam sein
[Weber und Major, 1997]. Atwood konnte in seinen Untersuchungen zeigen,
dass das Neuroleptikum Chlorpromazin den endozytotischen Zugangsweg des
JC-Virus in die Gliazellen inhibieren kann. Er konnte demonstrieren, dass
nicht-toxische Dosen von Chlorpromazin in der Gewebekultur die JCV-
Multiplikation und Ausbreitung effektiv . hemmen [Atwood, 2001]. Auch
durchgefiihrte  Therapieversuche mit dem zusatzlich zur HAART
verabreichtem Wirkstoff Cidofovir schienen einen positiven Effekt auf die
Uberlebenszeit der behandelten AIDS-Patienten mit PML zu haben [Gasnault
et al.,, 2001; De Luca et al., 2001]. Ein guter Immunstatus stellt jedoch den
wesentlichen Faktor fur die Uberlebensdauer der Patienten dar, da eine
spezifische Therapie der PML bis heute nicht existiert [Happe et al., 2000;
Kraemer et al., 2008]. Doch fuhrte die PML im Durchschnitt bei unbehandelten
Patienten nach ca. zwei bis sechs Monaten zum Tode [Sweeney et al., 1993],
so konnte durch die Mdoglichkeiten der HAART eine deutlich verlangerte
mittlere Uberlebenszeit von iber 46 Wochen bei HIV-positiven PML-Patienten
erreicht werden [Clifford et al, 1999]. Trotz der verbesserten
Therapiemoglichkeiten endet die PML nahezu immer letal. Dies ist der Grund

dafur, dass es sich bei den bisherigen neuropathologischen Autopsiestudien



zur PML fast immer um Gehirne von Patienten handelt, die an der PML selbst
verstorben sind und somit morphologisch das Endstadium dieser Krankheit
zeigen. Neuropathologische Obduktionsbefunde Uber Fruhstadien der PML
sind deshalb sehr selten und die zwei hier berichteten Falle stellen &ufRerst

ungewdhnliche Beobachtungen dar, die einige interessante Fragen aufwerfen.

2. Fragestellungen:

Wie kann der Erregernachweis in PML-Autopsiegewebe gefihrt werden ?
Welche morphologischen Besonderheiten finden sich im dargestellten Fall der
frihen PML hinsichtlich der beteiligten Zellen ?

Wie lasst sich das Schadigungsmuster beschreiben ?

Welche Schlussfolgerungen lassen sich bezlglich der Pathogenese der PML

daraus ableiten?

3. Material und Methode

3.1. Konventionelle histologische Farbungen

Von dem formalinfixiertem Autopsiematerial der beiden Gehirne wurden
zahlreiche Paraffinblocke angefertigt und Schnitte angelegt. Die
Paraffinschnitte wurden dann nach Standardverfahren mit Hamatoxylin-Eosin

und der Markscheidenfarbung nach Kliver-Barrera angefarbt.

3.2. Verfahrensbeschreibung der Immunhistologie

Mit der Immunhistochemie kénnen spezifische Zellproteine sichtbar gemacht
werden. Einzelne Zellen lassen sich so bestimmten Zellpopulationen zuordnen
und ihre Verteilung innerhalb der Zelle kann sichtbar gemacht werden. Der
immunhistochemische Nachweis spezifischer Zellbestandteile dient somit
dazu, Zellen und Gewebselemente im Schnittpraparat (Paraffinschnitt) zu
identifizieren. Bei diesem Verfahren werden Antigene mit einem spezifischen
meist monoklonalen  Primarantikdrper markiert. Es wurde nach

Standardprotokollen die Immunhistologie mit dem Streptavidin-Biotin-
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Verfahren durchgefiihrt. Als Chromogen der Immunreaktion diente der braune
Farbstoff Diaminobenzidin (DAB). Das immunhistologisch geféarbte Praparat
wurde danach mit dem Farbstoff Hamatoxylin-Eosin  und der
Markscheidenfarbung nach Kllver-Barrera gegengefarbt. Das saure
Gliafaserprotein, “glial fibrillary acidic protein® (GFAP) wird als gliales
Intermediarfilament vorwiegend in Zellen astrozytaren Ursprungs exprimiert.
Der Marker CD 68 markiert Monozyten, Makrophagen und Mikroglia.
Lymphozyten kénnen mit Hilfe des ,leukocyte common antigen® (CD45)
markiert werden [Mennel und Solcher, 1988; Herbst und Hibner, 1998-2003].
Des weiteren wurden in den beschriebenen Féllen der B-Zell-Marker CD20
und der T-Zell-Marker CD3 eingesetzt.

In dem hier dargestellten Fall B wurde fir den immunhistologischen Nachweis
des JC-Virus der PML-Antikorper PAb 2003 verwendet. PAb 2003 hat sich in
einer vergleichenden Studie mit der In-situ-Hybridisierung und der
Polymerase-chain-reaction als verlasslicher immunhistochemischer Marker flr
die “frihen” Proteine des JCV-Infektionszyklus erwiesen [Mufioz-Marmol et al.,
2004].

3.3. ISH- Verfahrensbeschreibung

Die Labordiagnostik zum direkten Erregernachweis in unserem beschriebenen
Fall A fahrten wir in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Neuropathologie der
Universitat Munster (damaliger Direktor Prof. Dr. F. Gullotta) mittels der In-situ-
Hybridisierung durch.

Bei der Hybridisierung wird ein bekannter Nukleinsaureabschnitt durch
molekulare Hybridisierung mit einer basenkomplementéren
Nukleinsduresonde nachgewiesen. Unter Hybridisierung versteht man die
Bildung eines doppelstrangigen Nukleinsduremolekuils zweier gegenlaufiger
einzelstrangiger Nukleinsduremolekile (DNS-DNS oder DNS-RNS). Das
Prinzip der Nukleinsdurehybridisierung macht sich die Basenpaarregel
zunutze, wonach ein Adenin mit einem Thymidin bzw. ein Guanin mit einem
Cytosin in Wechselwirkung tritt. Bei den Nukleinsduresonden handelt es sich

entweder um klonierte Genfragmente oder um kurze, synthetisch hergestellte
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Einzelstrang-DNS-Molekiile (Oligonukleotide). Dieses Oligonukleotid wird mit
einem detektierbaren Marker versehen, z.B. radioaktiv- oder fluoreszenz-
markierte Nukleotide. Im dargestellten Fall wurde mit biotinylierten JC-Virus-
Sonden gearbeitet, wobei das Oligonukleotid an das Biotin gekoppelt wird. Die
virale Nukleinsaure wird in Einzelstrange denaturiert und mit dem
synthetischen komplementaren und markierten Oligonukleotid versetzt. Die
gebildeten Doppelstrange (Hybride) kénnen dann anhand ihrer jeweiligen
Markierung mit Hilfe entsprechender Detektoren identifiziert werden. Bei der
Anwendung dieses Verfahrens im Gewebeschnitt oder in der Zellkultur kbnnen
einzelne virusinfizierte Zellen identifiziert werden [Bottger, 1999; Hof et al.,
2000].

4. Falldarstellung A
4.1. Klinische Befunde

Anamnese: Der 55 Jahre alte mannliche Patient litt unter einer chronischen
terminalen Niereninsuffizienz, welche eine chronische Dialysebehandlung
mittels einer Peritonealdialyse (CAPD = kontinuierliche ambulante
Peritonealdialyse) nétig machte. Weiterhin lagen eine rheumatoide Arthritis,
eine chronische arterielle Hypertonie und eine fortgeschrittene allgemeine
Atherosklerose vor. Aul3erdem bestand eine koronare Herzkrankheit und eine
periphere arterielle Verschlusskrankheit, die bereits zu einer VorfuRamputation
gefuhrt hatte. Wegen rezidivierender Spontan-perforationen im Dunn- und
Dickdarmbereich mit einer Peritonitis war eine stationare Aufnahme des
Patienten notwendig geworden. Eine sofortige Antibiotikatherapie ergab kein
dauerhaftes Abklingen der Infektionszeichen, und es entwickelte sich ein
paralytischer lleus. Bei der daraufhin eingeleiteten explorativen Laparotomie
wurde der CAPD-Katheter entfernt, und es fanden sich disseminierte bis
pfennigstickgrofRe Nekrosen im gesamten Dunndarmbereich. Das terminale
lleum musste wegen einer Perforation entfernt werden und eine
Hemikolektomie wurde notwendig. Postoperativ. kam es zu keiner

Stabilisierung des Patienten und es traten massive Hamatochezien auf, so
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dass funf Tage spéater eine Second-look-Operation durchgefihrt werden
musste, die eine persistierende Peritonitis bei Anastomoseninsuffizienz zeigte.
Die daraufhin notwendige Nachresektion mit Anastomosenneuanlage und
Resektion lokaler Dinndarmnekrosen fuhrte zu keiner Besserung des
klinischen Zustandes. Es trat ein zunehmend septisches Krankheitsbild auf,
mit Ausbildung von Schocklungen und dem Auftreten eines Leberversagens.
Der Patient verstarb 16 Tage nach der stationdren Aufnahme unter dem Bild

des septischen Kreislaufversagens.

4.2. Allgemeinsektion

Als Hauptbefunde fanden sich bei dem Patienten die Zeichen der chronischen
arteriellen Hypertonie mit einem Herzgewicht von 650 g mit ausgepréagter
linksventrikularer ~ Myokardhypertrophie  und  Dilatation des linken
Herzventrikels. Des weiteren bestand eine hochgradige allgemeine
Atherosklerose mit zahlreichen exulzerierten und arteriosklerotischen Plaques
in der gesamten Aorta. Im Bereich der Karotisbifurkation fand sich beidseits
eine jeweils 70%ige und an den Abgangen der Aa. iliacae eine jeweils 80%ige
Stenosierung des GefalR3lumens. Es lag eine mittelgradige Koronar-
arteriensklerose vor, mit einer 70%igen Abgangsstenose des linken
Koronararterienhauptstammes. Es fanden sich beidseits Schrumpfnieren mit
einem Durchmesser von 5,0 x 3,0 x 1,5 cm und einem Gewicht von jeweils 75
Gramm, die zahlreiche Zysten mit Einblutungen aufwiesen. Es bestand eine
rote Granularatrophie der Nierenoberflache als Folge einer Arterio-
Arteriolosklerose, und histologisch zeigte sich eine ausgedehnte Degeneration
der Nierenglomerula mit starker Fibrosierung des Nierenparenchyms. Der
Darm wies auf seiner gesamten Lange brichige Wandverhéltnisse auf und es
bestand eine ulzerierende, floride und chronisch granulierende lleitis mit
eitriger Peritonitis und Pilzbefall. Es fanden sich 1,5 Liter hellrote Flussigkeit im
Bauchraum. Mikroskopisch konnten Pseudomonas aeruginosa und Candida

albicans im Aszites nachgewiesen werden. Es lagen starke Verwachsungen
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des Mesenteriums und des grol3en Netzes vor. Es fanden sich fibrinds-eitrige
Belage auf dem Restdinn- und -dickdarm, sowie auf den parenchymatdsen
Bauchorganen. Vom Colon transversum bis zum Rektum zeigte sich eine
dunkelrot gefarbte Schleimhaut mit disseminierten fibrinés-hamorrhagischen
Belagen, als Zeichen der relativen Ischdmie des Restkolons ohne
nennenswerte Stenosen der praparierbaren Mesenterialgefal3e. Es gab keinen
Anhalt fir eine Anastomoseninsuffizienz im Bereich der Ileoileostomie
beziehungsweise lleotransversostomie. Es lagen allgemein die Zeichen des
septischen Schocks vor mit beginnender Demarkation von Nierenrinde und
Nierenmark, einer akuten Stauung der Leber und beginnender septischer
Auflockerung der Milzstruktur. Es bestand ein interstitielles und intraalveolares
Lungenddem, wobei die linke Lunge 790 Gramm und die rechte Lunge 1020
Gramm wog. Als Nebenbefund wurde eine Cholezystolithiasis mit multiplen

schwarzen Pigmentsteinen festgestellt.

4.3. Neuropathologischer Sektionsbericht

Makroskopie:

Das Gehirn des Patienten wog formalinfixiert 1360 Gramm. Die
GroRBhirnhemispharen waren symmetrisch  und zeigten ein regelrecht
angelegtes gyrales Relief. Die Leptomeningen erschienen leicht hauchartig
getribt und die leptomeningealen Gefal3e waren blutgefillt. An der Basalseite
zeigten sich als Zeichen eines maéafigen Hirnddems beidseits angedeutete
Uncusschnirfurchen und leicht prominente bilaterale Kleinhirntonsillen. Die
basalen Hirnarterien verliefen regelrecht, sie waren mittelkalibrig und zeigten
mehrere skleroatheromatdose Wandeinlagerungen. Es lag eine allgemeine
Anamie des Gehirns vor.

Nach dem Zerlegen des Gehirns in frontale Scheiben, zeigte sich ein
mittelstandiges, symmetrisches und leicht erweitertes Ventrikelsystem mit
angedeutet abgerundeten lateralen Seitenventrikelkanten. Auf einem Schnitt
caudal der Commissura anterior und auf einem Schnitt durch die Corpora

mamillaria stellten sich jeweils rechts hochfrontal unregelméRig begrenzte,
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zum Teil runde, im Durchmesser etwa 0,2 bis maximal 0,4 cm grolie,
graubraune, kortiko-subkortikale Gewebsverfarbungen dar, die teilweise eine
Tendenz zum Konfluieren zeigten (Abb. 1 + 2). Weitere derartige kortiko-
subkortikale Herde wurden auch nach Lupenbetrachtung nur noch links
parietal, im Bereich der oberen Parietalwindung gefunden, wobei die Herde
hier mit einem Durchmesser bis maximal 0,2 cm deutlich kleiner waren (Abb. 3
+ 4). Die Stammganglien, die thalamischen Kerngebiete, die Corpora
mamillaria und die Hippocampusformationen zeigten makroskopisch keine
Auffalligkeiten. Links parieto-occipital stellten sich im Marklager kapillare
Teleangiektasien dar (Abb.3). Das infratentorielle Segment wies

makroskopisch keine Auffalligkeiten auf.

Mikroskopie:
Mikroskopisch stellten sich die rechts frontalen und links parietalen L&asionen

in der Markscheidenfarbung nach Kliver-Barrera (Abb. 5 + 6) als
Demyelinisierungsherde mit Astrozytose und Mikroglia-/Makrophagen-
infiltraten dar (Abb. 7 + 8). In einigen Herden fanden sich randlich auch ganz
vereinzelt zum Teil leicht amphophil oder leicht eosinophil erscheinende Zellen
mit runden Kernen, die das Aussehen vergroRerter Oligodendrozyten zeigten
(Abb. 9 + 10). In einigen dieser Zellen liel3 sich mittels In-situ-Hybridisierung
JC-Virus-DNA nachweisen. Auch einzelne nur mikroskopisch sichtbare
Entmarkungsherde wurden gefunden, die oft kontralateral zu den
makroskopisch sichtbaren Lasionen lokalisiert waren. In diesen Mikroherden
lieBen sich, trotz bereits stattgefundener Markscheidenrarefikation, keine
Zellen mit der Morphologie von infizierten Oligodendrozyten nachweisen.
Daneben fanden sich auch nur mikroskopisch sichtbare Foci mit Vermehrung
mikrogliéser Zellelemente ohne Entmarkungen, bei denen es sich
maoglicherweise um ganz frihe PML-Herde handelt. Die Stammganglien, die
thalamischen Kerngebiete, die Corpora  mamillaria  und die
Hippocampusformationen wiesen auch mikroskopisch keine Auffalligkeiten

auf. In den ektatischen GefaRen der links parieto-occipital gelegenen

15



Teleangiektasien stellten sich einzelne hyaline Thromben (sog. Shockbodies)
und Leukozytenzylinder dar. Mikroskopisch zeigte sich eine Arteriolosklerose
mit fibrohyalinen Gefal3wandverdickungen. Entmarkungsherde waren im
Bereich des infratentoriellen Segmentes auch mikroskopisch nicht
nachzuweisen. Der Nucleus olivaris inferior der Medulla oblongata liel3
einzelne eosinophil nekrotische Ganglienzellverdnderungen erkennen und im
Kleinhirn zeigten die Purkinjezellen eine leichte Rarefikation mit einzelnen

eosinophil homogenisierten Neuronen.

Immunbhistologie:

In immunhistologischen Untersuchungen zeigte der Makrophagen-
IMikrogliamarker CD68 in allen Herden eine deutliche Mikrogliaaktivierung mit
zum Tell bereits stattgefundener Markscheidenrarefikation (Abb. 11) oder
auch ohne erkennbare Entmarkung (Abb. 12). Es wurden zahlreiche, zum Tell
perivaskular lokalisierte, meist stabchenformige Zellen markiert. Mit einem
Antikdrper gegen GFAP stellte sich in allen Lasionen mit (Abb. 13) und ohne
Entmarkung (Abb. 14) eine deutliche immunreaktive Gliose mit relativ
isomorphen, groR3leibigen, fortsatzreichen, reaktiven Astrozyten dar. Die
charakteristischen, bizarr geformten, neoplastoiden Astrozyten alterer PML-
Herde lagen an keiner Stelle vor. In den L&sionen waren auch vereinzelte
lymphoide Zellen nachweisbar, die mit einem Antikdrper gegen das leukocyte
common antigen (CD45) reagierten (Abb. 15). Diese CD45-positiven Zellen
lieBen sich immunhistologisch mit Markern gegen B- und T-Zellen nicht weiter
typisieren. Mittels der In-situ-Hybridisierung (ISH) mit biotinylierten JC-Virus-
DNA-Sonden konnten wenige Einzelzellen mit der Morphologie von
vergroRerten Oligodendrozyten markiert werden (Abb. 16 + 17). Diese
markierten Zellen befanden sich jedoch ausschlie3lich am Rande grol3erer,
schon makroskopisch sichtbarer Entmarkungsherde.

Die neuropathologische Diagnose lautete: Progressive multifokale
Leukoenzephalopathie (mit Nachweis von JC-Virus-DNA in der In-situ-
Hybridisierung) im Frihstadium mit makroskopisch sichtbaren kortiko-

subkortikalen Entmarkungsherden rechts frontal und links parietal und
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einzelnen kortiko-subkortikalen Mikroherden. Kapillare Teleangiektasie links
parieto-occipital. Nachweis von intravasalen hyalinen  Thromben.
MaRiggradige Hirnbasisarteriensklerose und geringe Arteriolosklerose.

Allgemeine Anamie des Gehirns. MaRiges Hirnddem.

5. Falldarstellung B
5.1. Klinische Befunde

Anamnese: Bei der notfallmaiigen Aufnahme litt der 63 Jahre alte mannliche
Patient unter Dyspnoe, Fieber mit Schuttelfrost, Myalgien und zunehmenden
Schluckbeschwerden. Es zeigten sich Zeichen einer hamorrhagischen
Diathese mit Einblutung in die Halsregion und eine hochgradig eingeschrankte
linksventrikulare Funktion am Herzen. Als Grundleiden des Patienten war ein
Morbus Hodgkin bekannt. Die Lymphogranulomatose hatte zuvor eine
thorakale Radiatio und eine chemotherapeutische Behandlung notwendig
gemacht. Zudem befand sich der Patient im Zustand nach einem
Hodenteratom links, einer aortokoronaren Bypass-Operation (ACVB) und
einem Aortenklappenersatz bei schwerer koronarer Herzkrankheit mit
chronisch arteriellem Hypertonus. Der Patient verstarb unter dem Bild des
septischen Schocks mit Multiorganversagen bei Verdacht auf eine

pneumogene Sepsis.

5.2. Allgemeinsektion

Als pathologische Hauptbefunde fanden sich bei dem Patienten die Zeichen
einer chronischen arteriellen Hypertonie mit einer konzentrischen
linksventrikularen Myokardhypertrophie, sowie einer Arterio-Arteriolosklerose
der Nieren mit feiner Granulierung der Nierenoberflache, vaskularen
Rindennarben beidseits und hyaliner Verédung einiger Glomerula. Es zeigte
sich eine hohergradige allgemeine Arteriosklerose mit infrarenal betonter
Arteriosklerose der Aorta und ihrer groBen Aste mit zahlreichen teils

kalzifizierten, teils exulzerierten und arteriosklerotisch belegten Plaques. Es
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stellten sich Abgangsstenosen der Arteria renalis beidseits und der Arteria
mesenterica superior, sowie eine 50%ige Stenose der linken Arteria iliaca
externa und ein Verschluss am Abgang der Arteria mesenterica inferior dar.
AulRerdem wurde eine hohergradige Koronarsklerose mit Verschluss des
Hauptstammes ein Zentimeter nach seinem Abgang und ein langstreckiger
Verschluss des Ramus circumflexus, sowie eine mittelgradige Stenose des
Ramus interventricularis anterior und eine hochgradige Stenose der rechten
Koronararterie sichtbar. Der LIMA-Bypass auf LAD zeigte sich 9 cm nach
Abgang mit freiem Durchgang. ACVB auf dem Ramus circumflexus 7,5 cm
nach Abgang mit héhergradigen Stenosen. Die Stentimplantation in LAD war
0,5 cm nach Abgang durchlassig. Es wurden flachige Verwachsungen des
Perikards und der linken Lunge im Bereich des Mediastinums erkennbar. Es
zeigte sich eine transmurale Infarktnarbe der linken Hinter-, Seiten- und
Vorderwand uber eine Flache von 7,5 x 3,3 cm. Zudem ergab sich eine
konzentrische Hypertrophie des linken Ventrikels mit einem Herzgewicht von
550 Gramm und einer Wandstarke von 2,2 cm bei einem Kdérpergewicht von
81 Kilogramm. Der Aortenklappenersatz zeigte suffiziente Nahtverhaltnisse im
Bereich der Implantation. Es stellte sich eine chronische Lungenstauung mit
Sklerose der Pulmonalarteriendste und der Nachweis von Siderophagen
(“Herzfehlerzellen*) dar. Eine konsekutive Rechtsherzhypertrophie mit
Zunahme der Wandstarke (0,8 cm) und des Trabekelwerkes, sowie eine
Dilatation des rechten Vorhofs wurde sichtbar. Zudem zeigte sich eine
subakute Leberstauung mit Venulosklerose und Maschendrahtfibrose unter
dem makroskopischen Aspekt einer “Muskatnussleber”. Des weiteren bestand
eine beidseitige Pneumonie. Die Zeichen eines terminalen Kreislaufversagens
waren erkennbar.

Nebenbefundlich bestand ein Zustand nach Orchiektomie links und
Splenektomie. Eine Narbenfibrose des Mediastinums bei einem Zustand nach
thorakaler Radiatio aufgrund eines Hodenteratoms links und eines Morbus
Hodgkin wurde sichtbar. Die Todesursache war ein kardio-respiratorisches
Kreislaufversagen bei beidseitiger Pneumonie auf dem Boden einer

chronischen Herzinsuffizienz.
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5.3. Neuropathologischer Sektionsbericht

Makroskopie:

Das Gehirn wog formalinfixiert 1385 Gramm. Bei der Betrachtung des Gehirns
von der Konvexitat sah man symmetrische Gro3hirnhemisphéren mit
regelrechtem gyralen Relief. Die weichen Hirnh&aute erschienen leicht milchig
getribt, die leptomeningealen Gefal3e gering blutgestaut. Links parietal
parasagittal sah man zwei erdffnete Arachnoidalzysten. Die weiter rostral
gelegene malR 1 x 1 cm, wahrend die caudal gelegene Arachnoidalzyste 2 x
1,5 cm mal3. Auf der Basalseite waren geringe Hirndruckzeichen erkennbar.
Links okzipital sah man eine ca. 3 x 1,5 cm messende filmartige
leptomeningeale Blutung. Die basalen Hirnarterien waren zart und
durchscheinend.

Nach Zerlegen des Gehirns in frontale Scheiben blickte man auf ein
erweitertes  Ventrikelsystem mit  deutlich  abgerundeten lateralen
Seitenventrikelkanten. An mehreren Stellen konnte man zum Telil erst in
retrospektiver Nachkontrolle multiple sehr kleine, Uberwiegend kortiko-
subkortikale graubraune, zum Teil konfluierende Herde erkennen. Links
fronto-lateral, kortiko-subkortikal zeigte sich ein ca. 0,4 x 0,2 cm messender
derartiger Herd aus konfluierenden Einzelherden und fronto-basal, kortiko-
subkortikal links sah man einen weiteren ca. 0,2 cm messenden Herd. Einen
weiteren fand man rechtsseitig im Bereich des Gyrus cinguli. Auf einem
Schnitt in Hohe der Corpora mamillaria sah man links hochfrontal, kortiko-
subkortikal mehrere konfluierende Herde mit einem Durchmesser von jeweils
0,2 cm, die sich in einem etwa 1,5 cm langen Bereich ausgedehnt haben
(Abb. 18). In Bereich der Rindenmarkgrenze links parietal dorsal und bilateral
direkt unterhalb des Splenium corporis callosi lieRen sich weitere Herde
nachweisen. Mehrere kleine konfluierende kortiko-sukortikale Herde fand man
auch beidseits okzipito-basal. Daneben zeigten sich beidseits parieto-okzipital
grof3flachige diffuse graue Verfarbungen des Marklagers. Im rechten vorderen
Stammganglienbereich kamen weitere Herde zur Darstellung (Abb. 19).

Nach Zerlegen des infratentoriellen Segmentes stellte sich der Hirnstamm

makroskopisch unauffallig dar. In lamellierenden Schnitten durch beide
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Kleinhirnhemisphéren zeigten sich rechts dorsal kleine Gewebsdefekte.

Mikroskopie:
Mikroskopisch erwiesen sich die bereits makroskopisch sichtbaren

supratentoriellen Herde als unterschiedlich groRe Entmarkungsherde, die sich
mit der Markscheidenfarbung nach Kliver-Barrera darstellen lieRen (Abb. 20 +
21). Es zeigten sich uberdies zahlreiche weitere nur mikroskopisch erkennbare
derartige Lasionen. Im Bereich des rechten Hirnschenkels erkannte man einen
weiteren kleinen Entmarkungsherd. Die beschriebenen Gewebsdefekte im
Kleinhirn  stellten sich mikroskopisch als fortgeschrittene organisierte

Kleinhirnrindeninfarkte dar.

Immunbhistoloqgie:

In den beschriebenen Herden fanden sich reichlich CD68-positive
Mikrogliazellen und Makrophagen (Abb. 22). Es zeigte sich eine Proliferation
von zum Teil sehr pleomorphen, GFAP-positiven Astrozyten (Abb. 23).
Randlich der Lasionen konnte man immer wieder runde Zellen nach Art von
deutlich vergroRerten Oligodendrozyten erkennen (Abb. 24). Mit einem
Antikbrper gegen das JC-Virus (PAb 2003) lie3 sich ein Teil dieser
oligodendroglialen Zellen nukledr markieren (Abb. 25 + 26). Aul3er diesen
PML-Herden waren keine weiteren Veranderungen des Grol3hirns feststellbar.
Die  neuropathologische Diagnose lautet: Progressive  multifokale
Leukoenzephalopathie (mit immunhistochemischem Nachweis von JC-Viren)
im Fruhstadium mit kortiko-subkortikalen Entmarkungsherden links fronto-
lateral und fronto-basal, links dorsal und im Stammganglienbereich, sowie

einzelnen kortiko-subkortikalen Mikroherden.
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Diskussion

Die progressive multifokale Leukoenzephalopathie (PML) ist eine
demyelinisierende Erkrankung des zentralen Nervensystems, die infolge einer
Infektion von Oligodendrozyten mit dem JC-Virus entsteht [Richardson, 1988;
Schneider-Schaulies et al., 1999]. Nach der Primarinfektion persistiert das
JCV offenbar im Kérper und wird erst unter immunsuppressiven Bedingungen
produktiv. Nach Auftreten der ersten klinischen Symptome schreitet die PML
innerhalb von durchschnittlich vier Monaten unvermeidlich bis zum Tode fort
[Adler et al.,1996; Koralnik, 2004]. Infolge dessen, zeigten die bisherigen
neuropathologischen  Autopsieuntersuchungen fast ausschliel3lich das
morphologische Endstadium der PML. Die hier beschriebenen Autopsiefalle
sind ungewohnlich, da es sich um Frihstadien der PML handelt. Die
Erkrankung konnte nicht weiter fortschreiten, da die Patienten vorher an den
Folgen eines septischen bzw. kardiogen Schocks verstarben. Als Grundleiden
des zuerst beschriebenen Patienten wurde eine allgemeine Atherosklerose
angegeben, die zu einer terminalen Niereninsuffizienz fuhrte. Im Verlauf der
erforderlichen Peritonealdialyse entwickelte sich eine Peritonitis, welche zum
septischen Schock und zum Tode des Patienten flhrte.

Die zweite Falldarstellung beschreibt einen Patienten mit Morbus Hodgkin und
Hodenteratom, der aufgrund einer beidseitigen Pneumonie auf dem Boden
einer chronischen Herzinsuffizienz ein kardio-respiratorisches
Kreislaufversagen erleidet. Konkrete Angaben zum Immunstatus mit
Lymphozytenanzahl sowie ausfuhrliche klinische, besonders neurologische
Befundberichte der Patienten lagen nicht vor. Aufgrund der Anamnese ist
jedoch anzunehmen, dass bei beiden hier beschriebenen Patienten eine
Schwachung der zellularen Immunabwehr bestanden haben durfte. Der
Morbus Hodgkin ist als immunsupprimierende Grunderkrankung bei PML-
Patienten haufig beschrieben worden und gehort als lymphoproliferative
Erkrankung nach einer grof3en Fallibersicht von Brooks und Walker im Jahre
1984, also noch vor der AIDS-Ara, zur groRten Gruppe der beschriebenen
Grundleiden. Chowdhary et al. publizierten 2007 drei Félle von nicht HIV-

assoziierter PML bei Patienten mit lymphoproliferativen Grundleiden. In der
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Klinik  der  chronischen Niereninsuffizienz sind immunologische
Funktionsstérungen und sekundare zellulare Immundefekte haufig
beschriebene Symptome. Auch durchgefiihrte antirheumatische und
immunsuppressive Therapien der ebenfalls bekannten Rheumatoiden Arthritis
des Patienten, kbnnten bereits zu T-Zell-Defekten gefuhrt haben. [Lithy und
Siegenthaler, 1988; Rankin und Scaravilli, 1995; Herold, 1996]. In der Literatur
konnte in neueren Studien bestétigt werden, dass durch eine Schwéachung der
zellularen Immunantwort die Reaktivierung des opportunistisch-pathogenen
JC-Virus stattfinden und zur Entwicklung der PML fuhren kann. Die humorale
Immunantwort scheint eine untergeordnete Rolle in der Pathogenese der PML
zu spielen [Weber et al., 2001; Koralnik et al.,, 2001]. Die zellulare
Immunsuppression ist Uber die CD4-Lymphozyten-Anzahl definiert, die
Referenzwerte liegen zwischen 500 - 900 Zellen/mcl (mm3) [Herold, 1996].
Bei der Uberwiegenden Mehrzahl der PML-Patienten wurden weniger als 200
Zellen/mm3 beobachtet [Berger und Major, 1999; Colucci et al., 2004]. In einer
Studie von Einsiedel et al. Uber AIDS- assoziierte PML lag die CD4-
Lymphozyten-Anzahl im Mittel bei 84 Zellen/mm3. Die PML gilt nach von
Einsiedel et al. ausschliel3lich als eine Erkrankung immunsupprimierter
Patienten, wobei Tempo und Progression der PML in Assoziation mit AIDS
von der Integritat des Immunsystems und damit von der Lymphozytenanzahl
abhéangig sind [Von Einsiedel et al., 1993]. Die CD4-T-Lymphozyten spielen
eine entscheidende Rolle im Kampf gegen das JC-Virus, weil sie mit ihrer
Produktion spezifischer Zytokine in der Lage sind, Makrophagen und CD8-T-
Lymphozyten (zytotoxische T-Lymphozyten) zu stimulieren. Die CD8-T-
Lymphozyten stellen die eigentlichen Effektoren der zellularen Immunantwort
dar. Sie koénnen virale Epitope an den MHC-Klasse-1-Molekilen der
Zelloberflache identifizieren und die virusinfizierte Zelle zerstéren. Somit sind
die JCV-spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten bei der Begrenzung der
Virusausbreitung mafigeblich beteiligt und koénnen den PML-Verlauf
entscheidend beeinflussen [Koralnik, 2004; Du Pasquier et al., 2004]. Nach
Happe et al. gibt es bis heute keinen gesichert berichteten Fall von PML ohne

eine zugleich bestehende zellulare Immunschwache [Happe et al., 2000]. Die
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Initialinfektion mit dem JC-Virus konnte eine weitgehend inapparent
verlaufende Infektion der oberen Luftwege oder des Oropharyngealtraktes
darstellen, da es gelang JC-Virus-Genom in Tonsillengewebe nachzuweisen.
Nach der Priméarinfektion verbleibt das JC-Virus latent im
Retikuloendothelialen System und in den Nieren [Berger und Major, 1999].
Dort ist es im Urin von z.B. gesunden Schwangeren, Patienten mit Zustand
nach Nierentransplantation oder auch alteren, klinisch symptomlosen
Personen nachweisbar [Sweeney et al., 1993]. Mittels PCR (polymerase chain
reaction) konnte das JC-Virus auch in der Milz, den Lymphknoten, der Lunge
und den B-Lymphozyten (Memory-Zellen) nachgewiesen werden [Heizmann,
2000; Wei et al., 2000]. In einer weiteren Studie wurden DNA-Sequenzen des
JC-Virus in der normalen humanen Kolonmukosa entdeckt [Laghi et. al.,
1999]. JCV-DNA und Proteine konnten in B- Lymphozyten des Knochenmarks
und peripheren Lymphozyten von PML-Patienten und HIV-seropositiven
Patienten ohne PML nachgewiesen werden. Die Lymphozyten kommen somit
als Trager der hadmatogenen Ausbreitung des JC-Virus in das Gehirn in
Betracht [Dalsgaard Hansen et al., 1996]. In einer Studie von Azzi et al. zeigen
38,8% - 50% der immunsupprimierten, PML-negativen Patienten JCV-DNA-
Sequenzen in peripheren Lymphozyten [Azzi et al., 1996]. Eine sporadische
Reaktivierung des JC-Virus konnte in 0,5 - 20% der gesunden seropositiven
Individuen nachgewiesen werden [Kahan et al., 1980]. Eine Reaktivierung des
Virus koénnte dann das Resultat zirkulierender infizierter Lymphozyten sein,
welche imstande sind die Blut-Hirn-Schranke zu passieren und die Infektion
an die Astrozyten, die an BlutgefaRgrenzen liegen, weitergeben [Berger und
Major, 1999]. Wei et al. unterstitzen die Hypothese, dass B-Lymphozyten am
Transport des JC-Virus ins Gehirn involviert sind [Wei et al., 2000]. Auch die
Befunde von Houff und seinen Mitarbeitern (1988) lassen vermuten, dass das
JC-Virus wéhrend der Latenzzeit in mononukledren Zellen des Knochenmarks
prasent ist. lhre Befunde sprechen fur eine produktive Infektion der
Lymphozyten, da sowohl JCV-DNA als auch Virion-Kapsid-Antigene in den
Lymphozyten nachgewiesen wurden. Die Prasenz von JCV-infizierten Zellen

im perivaskularem Parenchym weist darauf hin, dass das JC-Virus auf dem
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hamatogenen Weg in das Gehirn gelangt, um dort die Progression der
Infektion Uber die Gliazellen zu veranlassen [Houff et al., 1988]. Elphick et al.
fanden heraus, dass das JC-Virus Serotonin-Rezeptoren (5HT 2a R) benutzt,
um Zellen zu infizieren. 5HT-Rezeptoren finden sich vorwiegend in
mikrovaskularen Strukturen des Gehirns, sowie in Astrozyten an der Blut-Hirn-
Schranke. Hier kdnnte den Astrozyten und anderen 5HT-Rezeptor-tragenden
Zellen eine entscheidende Bedeutung in der Pathogenese der PML
zukommen. Zudem folgerten die Autoren, dass die prophylaktische
Behandlung von HIV-Infizierten mit Serotonin-Rezeptor-Antagonisten die
Ausbreitung von JCV und die Entwicklung einer PML verhindern kdénnte
[Elphick et al., 2004]. Zum jetzigen Zeitpunkt ist noch nicht geklart, ob auch die
Oligodendrozyten den 5HT-Rezeptor exprimieren und somit einer Blockade
des Serotonin-Rezeptor-Mechanismus zuganglich waren [Santagata und
Kinney, 2005]. Chapagain et al. (2007) konnten dagegen nachweisen, dass
humane mikrovaskuldre Endothelzellen des Gehirns nicht den 5-HT-
Serotonin-Rezeptor exprimieren und somit eine JCV-Infektion der
Endothelzellen nicht durch 5-HT-Blocker verhindert werden kann. lhren
Befunden zufolge ist in vitro eine produktive JC-Virusinfektion der
mikrovaskularen  Endothelzellen  unabhé&ngig von  5-HT-Rezeptoren
[Chapagain et al., 2007].

In der makroskopischen Untersuchung der hier beschriebenen PML-Falle
zeigten sich unregelmalig begrenzte, zum Teil runde, im Durchmesser ca. 0.2
bis 0,4 cm grol3e, graubraune kortiko-subkortikale Gewebsverdnderungen. Im
Gegensatz hierzu, sind die Herde spaterer PML-Stadien gréRer und werden in
der Literatur wie folgt beschrieben: graue, weit verstreute, oftmals ovale, teils
ausgedehnte, zur Konfluenz neigende, vielfach perivaskular gelegene Foci
destruierter Myelinscheiden [Astrom et al., 1958; Walker, 1978]. Die
Entmarkungsherde erscheinen oft trauben- oder kettenférmig angeordnet und
weisen einen Durchmesser von wenigen Millimetern bis zu mehreren
Zentimetern auf [Raine, 1997]. Schon Astrom et al. beschrieben in ihren
Untersuchungen von 1958, dass mit dem zeitlichen Fortschreiten der PML-

Erkrankung eine kontinuierliche progressive Grél3enzunahme der Lasionen mit
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erweiterter Myelindestruktion und Zunahme begleitender zytologischer
Verdanderungen einhergeht. Zunachst wird eine Reduktion, dann eine
Fragmentierung und spater ein Verschwinden der Myelinscheiden erkennbar
[Astrom et al., 1958].

In den hier untersuchten Fallen stellten sich mikroskopisch diese, schon
makroskopisch sichtbaren, Gewebsveranderungen als Demyelinisierungs-
herde mit reaktiven Astrozyten und Mikroglia-/Makrophageninfiltraten dar. Am
Rande dieser Herde lagen vereinzelte amphophile oder leicht eosinophile
Zellen mit runden Zellkernen ohne abgrenzbare Zytoplasmasdaume. Diese
vergroRerten und in der In-situ-Hybridisierung (ISH) im Fall A nachweislich
JCV-infizierten Zellen mit der Morphologie vergrél3erter Oligodendrozyten
lagen insgesamt nur selten und ausschliel3lich in den groéf3eren, schon
makroskopisch sichtbaren und vermutlich etwas &lteren Herden vor. In den
kleineren, friheren PML-Herden fanden sich lediglich Astrozyten und
Mikrogliazellen sowie allenfalls spéarliche lymphoide Infiltrate. Bei diesen
CD45-positiven Zellen war keine weitere Subtypisierung moglich. Eine floride
Enzephalitis lag nicht vor. Das weitgehende Fehlen einer entzindlichen
Reaktion gilt als typisch fur die PML [Richardson, 1961; Kuchelmeister et al.,
1993b]. Bei den HIV-assoziierten PML-Féllen werden entzindliche Infiltrate
haufiger beobachtet, insbesondere bei Patienten, die einer HAART (highly
active antiretroviral therapy) unterzogen worden sind [Huang et al. 2007,
Martinez et al., 2006].

In den dargestellten Fallen sind die vergrof3erten und nachweislich JCV-
infizierten oligodendrozytenartigen Zellen vor allem in der Peripherie der
groReren Lasionen erkennbar, wahrend sich im Zentrum der Herde teilweise
eine Rarefikation der Oligodendrozyten zeigt. Auch nach Literaturangaben
sind die geschwollenen Oligodendrozyten mit ihren intranuklearen
Einschlissen typischerweise am Rande von gro3eren Foci lokalisiert, wahrend
sich die atypischen, neoplastoiden Astrozyten eher im Zentrum befinden
[Walker,1978; Thunher et al., 1997]. Auffallig ist, dass diese in der Literatur
haufig beschriebenen bizarr geformten neoplastoiden Astrozyten in den hier

dargestellten frihen PML-Féllen an keiner Stelle vorlagen. Ihr Auftreten

25



scheint also ein spateres Ereignis in der Pathogenese der PML zu sein, was
mit den Befunden in der Literatur Ubereinstimmt, dass sie meist im bereits
vollig entmarktem Zentrum gréfRerer, alterer PML-Foci und nicht im “floriden”
Randbereich vorliegen [Major et al., 1992; Shintaku et al., 2000; Stoner und
Ryschkewitsch, 1998]. Zur diagnostischen Trias der PML gehdren also eine
multifokale Demyelinisierung mit Uberwiegend zentral gelegenen bizarr
vergroRerten Astrozyten mit irreguldren, hyperchromatischen Zellkernen und
peripher gelegenen, vergro3erten Oligodendrozyten. In diesen vergréf3erten
Oligodendrozyten lassen sich Viruspartikel und virus-spezifisches Antigen
nachweisen [Brooks und Walker; 1984]. Mazlo und Tariska demonstrierten
ultrastrukturelle Charakteristika wie Adsorption, Penetration und intrazellullarer
JC-Virustransport vorwiegend in Oligodendrozyten und nur in ca. 10% der
PML-Falle in Astrozyten. Da diese frihen Schritte der JC-Virusinfektion sich
haufiger im Zytoplasma der Astrozyten als in ihrem Zellkern befanden,
vermuteten sie, dass die Astrozyten zwar infiziert sind, jedoch die Infektion nur
selten produktiv verlauft [Mazlo und Tariska, 1982]. Auch die Ergebnisse von
ltoyama et al. (1981) zeigten, dass die Uberwiegende Mehrzahl der Zellen, die
sich mit JCV-Antiserum markieren lie3en, Oligodendrozyten waren. Sie gingen
deshalb ebenfalls davon aus, dass die aktive JC-Virus-Infektion im Nukleus
der Oligodendrozyten beginnt [Itoyama et al., 1981].

Auch von Giesen et al. (1997) schlussfolgerten in ihrer Studie, dass die
Oligodendrozyten und nicht die Astrozyten, die produktiv infizierten Ziel-Zellen
des JC-Virus darstellen, da mit der In-Situ-Hybridisierung JC-Virus-DNA bisher
vorwiegend in Oligodendrozyten und nur vereinzelt auch in Astrozyten
nachgewiesen werden konnte [von Giesen, 1997; Kuchelmeister et al.,
1993b]. Eine solche produktive Infektion der Oligodendrozyten fuhrt zu einer
progressiven VergroRerung ihrer Kerne, wobei das kompakte Chromatin
aufgelost und durch amphophiles, milchglasartiges oder auch dichtes,
homogenes, eosinophiles Material ersetzt wird [Rosenblum, 1996; Richardson,
1970; Walker, 1978].

Im Infektionszyklus der Papovaviren wird in der viralen Proteinsynthese

zwischen einer .frihen“ und einer ,spaten“ Translation unterschieden. Zu
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verschiedenen Zeiten werden verschiedene mRNA-Molekile hergestellt, die
zur Bildung sogenannter “friher* und “spater” Proteine fuhren. Die
Frihproteine wirken als Transformationsproteine (T-Antigene) und zeigen
Enzymeigenschaften fir die Replikation der Virus-DNA. In dieser Frilhphase
der Virussynthese werden zelleigene Vorgange selektiv blockiert (virus-host-
shut-off). In der Spatphase der Virussynthese beginnt die
Nukleinsduresynthese und die Bildung von Strukturproteinen. Diese
Spatproteine sind Kapsid- oder Virusproteine [Bienz, 1989; Hahn et al., 2005].
Das JCV-Genom besteht aus drei funktionalen Einheiten, der frihen und der
spaten Kodierungsregion, sowie der transkriptionalen Kontrollregion. Die spéte
Region enkodiert die Kapsidproteine, die frihe Region enkodiert das
multifunktionale Onkoprotein (large tumor antigen oder T-Antigen), welches in
der Lage ist Zelltransformationen in vitro hervorzurufen [Renic et al., 1996].
JCV-T-Antigen ist ein groRes nukledres Phosphoprotein, welches den
entscheidenden Faktor fur die virale DNA-Replikation darstellt. Nach der
Bindung an die Zelloberflache gelangen die JCV-Virionen durch Endozytose in
die Wirtszelle und werden zum Zellkern transportiert. Nachdem das JCV den
Nukleus der permissiven Zellen durchdrungen hat, wird die frihe Region des
Primartranskript exprimiert und alternativ gespliced, um die Grundlage fir das
“large” und “small* T-Antigen zu stellen [White und Khalili, 2005].

Das  tumorgenetische Potential des JC-Virus liegt in  der
Transformationsfahigkeit der viralen enkodierten Onkoproteine (large T-
Antigen und small t-Antigen). Experimentelle Studien konnten zeigen, dass
das JC-Virus in der Lage ist, Tumore in Labortieren zu induzieren [Walker et
al., 1973; Zu Rhein, 1983; Eash et al., 2006]. White und Khalili beschreiben,
wie die JC-Virus-Proteine die transkriptionale Regulation und die
Zellzykluskontrolle beeinflussen, wie diese Effekte in die Progression der JCV-
assoziierten Tumore involviert sind und somit therapeutische Ansatzpunkte in
der Therapie darstellen konnten [White und Khalili, 2005]. Das humane JC-
Polyomavirus scheint, mit der Entwicklung von primitiven neuroektodermalen
Tumoren und zahlreichen glialen Tumoren inklusive dem Glioblastoma

multiforme in Verbindung stehen zu konnen [Del Valle et al., 2001; Pina-
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Oviedo et al., 2006]. Das JCV-Genom enkodiert funf “frihe* Proteine, die die
Replikation der viralen DNA regulieren und die Zelltransformation induzieren.
Diese “frihen” Proteine werden transkribiert bevor die Replikation des JCV-
Genoms stattfindet. Es wird daher angenommen, dass sich friihe Proteine in
den frihen Phasen der Infektion oder in abortiv bzw. latent infizierten Zellen
darstellen [Mufioz-Marmol et al., 2004].

In den hier dargestellten Fallen zeigten unsere immunhistologischen
Untersuchungen mit einem Antikdrper gegen GFAP (glial fibrillary acidic
protein) in allen Demyelinisierungsherden, auch den nur mikroskopisch
sichtbaren, eine deutliche immunreaktive Gliose mit zahlreichen grof3leibigen,
fortsatzreichen, reaktiven Astrozyten, allerdings ohne neoplastoide Astrozyten.
Des weiteren lieBen sich in den Herden auch CD68-positive Mikrogliazellen
identifizieren. Wahrend sich die vergroR3erten JCV-infizierten Oligodendrozyten
ausschlief3lich in den grél3eren, schon makroskopisch sichtbaren Lasionen
fanden. Trotz des Fehlens nachweislich infizierter Oligodendrozyten zeigten
einige der Mikroherde bereits eine leichte Markscheidenrarefikation. Daher
kann man annehmen, dass in der Friihphase der PML den Astrozyten und der
Mikroglia eine wichtige Bedeutung zukommt, wahrend die Oligodendroglia
trotz bereits nachweisbarer Markscheidenschadigung als Zielpopulation der
Infektion madglicherweise noch keine Rolle spielt. In der Literatur ist dies
jedoch umstritten, so konnten Itoyama und seine Mitarbeiter in ihren Studien
zeigen, dass Veranderungen in der oligodendroglialen MAG- (oligodendroglial
myelin-associated glycoprotein) Verteilung ein Indikator fur frihe
oligodendrogliale  Abnormitaten sein kénnen, die dann den
Myelinzusammenbruch bewirken. Diese Veradnderungen im periaxonalen,
oligodendroglialen MAG wirden sich noch vor Beginn der eigentlichen
Demyelinisierung ereignen [ltoyama et al., 1981]. Aksamit konnte 1995 in
einer Studie in den GFAP-positiven, reaktiven Astrozyten keine Spuren einer
produktiven JCV-Infektion finden und erklarte somit die reaktive Astrozytose
als eine zwangslaufige Begleiterscheinung der Demyelinisierung [Aksamit,
1995]. Auch Mazlo und Tariska beschrieben den Demyelinisierungsprozel} der

PML als eine Folge der Zytolyse der Oligodendroglia und sahen keinen
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direkten Zusammenhang zur Prasenz des Virus [Mazlo und Tariska, 1980 und
1982]. Dem gegeniber kommen Astrom und Stoner (1994), in einer der
wenigen Untersuchungen uber die frihen pathologischen Verdnderungen der
PML zu dem Ergebnis, dass der ersten histologischen Manifestation der PML
eine Stimulation der Astrozyten zugrunde liegt und die JCV-Infektion latent in
den Astrozyten vorliegt noch bevor sie manifest wird. Sie gehen davon aus,
dass sowohl Oligodendrozyten als auch Astrozyten mit dem JC-Virus infiziert
sein konnen. Doch wahrend die Oligodendrozyten eine permissive Infektion
aufweisen, zeigen die Astrozyten eine restriktive Infektion. Die JCV-Infektion
l6se eine Lyse der Oligodendrozyten aus und bewirke eine nicht-lytische
Veranderung der Astrozyten. Die erste histologische Manifestation der PML
scheint nach Astrom und Stoner (1994) eine Stimulation der Astrozyten zu
sein, die dann vergrof3ert und deutlich GFAP-produzierend in Erscheinung
treten, unabhangig von der Myelindestruktion oder Oligodendrozyteninfektion
[Astrom und Stoner, 1994; Aksamit, 1995]. Stoner et al. beschrieben schon
1988, dass Zellen, die sich in einem frihen Stadium der PML-Infektion
befinden, nur T-Antigen prasentieren und dass es sich bei diesen Zellen
meistens um Astrozyten handelt. Eine von Einsiedel et al. durchgefiihrte
immunozytochemische Studie zu den frihen (T-Antigen) und spaten (Kapsid-)
Proteinen des JC-Virus zeigte, dass in frihen Stadien der PML-Infektion T-
Antigen vorwiegend in Oligodendrozyten mit normal erscheinendem Nukleus
und Astrozyten nachgewiesen werden konnte. T-Antigen ist nicht in das Virion
inkorporiert und zeigt die frihen Stadien der beginnenden PML-L&sionen. Die
Astrozyten scheinen abortiv mit JCV infiziert zu sein und die Mehrheit der
Astrozyten verbleibt offenbar in diesem frihen Stadium der Infektion.
VergroRRerte oligodendrogliale Zellkerne zeigen Kapsid-Proteine vereinbar mit
einem spaten Stadium einer produktiven Infektion und sind geflllt mit
Virionen, wahrend die Astrozyten nur sehr selten Kapsid-Proteine zeigen [von
Einsiedel et al., 1993]. Die Prasenz von viralen Kapsid-Antigenen deutet auf
eine fortgeschrittene Virusreplikation hin, da diese Proteine aus der spaten
Phase der Transkription des Virusgenoms resultieren [Houff et al., 1988].

Astrom und Stoner (1994) vermuteten, dass die PML in den Astrozyten
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beginnt. Die Astrozyten werden durch das frihe Protein (T-Antigen)
transaktiviert und zeigen eine deutliche GFAP-Positivitat. Spater
transformieren einige zu den bizarr geformten neoplastoiden Astrozyten, in
denen sich sehr selten auch Kapsid-Antigene nachweisen lassen. Hier
scheinen zytopathische Effekte als Folge der Virusinfektion fur die
Veranderung der Zellmorphologie verantwortlich zu sein. Die meisten
Astrozyten werden jedoch nicht zerstdort und bleiben abortiv infiziert. Die
infizierten, nachweislich Kapsid-Antigen tragenden Oligodendrozyten werden
durch die Virionen aufgeblaht und funktionsunttichtig gemacht. Du Pasquier et
al. (2003) fanden heraus, dass auch Koérnerzellneurone des Kleinhirns
produktiv mit JCV infiziert sein kdnnen und diese lytische Infektion zu einer
partiellen Destruktion der internen Kornerzellschicht fihren kann. Hier
offenbarte  die In-situ-Hybridisierung  deutlich  mehr  JCV-infizierte
Kdrnerzellneurone als die immunhistochemischen Untersuchungen mit einem
spezifischen Antikorper fur Polyomavirus VP1 Kapsidprotein. Es gab reichlich
mehr Kornerzellneurone, die JCV-DNA beinhalteten als solche mit viralen
Kapsidproteinen. Die Autoren schlussfolgerten, dass es sich hierbei um eine
abortive Infektion der Zellen handeln kdnnte. Es sei jedoch auch mdglich, dass
die infizierten Neurone, die mit der In-situ-Hybridisierung und nicht durch die
Immunhistochemie identifiziert worden sind, erst seit kurzem die Infektion in
sich tragen und spéater auch zur viralen Proteinexpression befahigt sind. Dann
bestehe nur eine kurze Zeitspanne zwischen Expression von VP1,
Virusmontage und Zelllyse. Dies wirde erklaren, warum die Anzahl der
Kornerzellneurone, die durch die Immunhistochemie identifiziert worden sind,
relativ.  klein ist und diese Neurone in der Peripherie der
Demyelinisierungsherde lokalisiert sind. Hier bestehen Parallelen zur Infektion
der Oligodendrozyten [Du Pasquier et al., 2003]. Kuchelmeister et al. (1993a)
untersuchten sechs AlDS-assoziierte PML-Falle, die zellulare Veranderungen
der cerebellaren Kornerzellschicht zeigten. Diese Zellen der Kérnerzellschicht
lagen im Umkreis der PML-Herde und wiesen vergrofRerte hyperchromatische
Nuklei auf, in denen sich weder HIV-Antigen p24 noch JCV-DNA oder

ultrastrukturelle Papovaviruspartikel nachweisen lieBen. Auch die Autoren
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nahmen an, dass es sich hierbei um abortiv oder latent JCV infizierte
cerebellare Kornerzellen handelt [Kuchelmeister et al., 1993a]. Dang und
Koralnik konnten nachweisen, dass eine Deletion im C-Terminus des VP1-
Gens des JC-Virus moglicherweise den Eintritt und die Replikation des JCV in
Kdrnerzellen erleichtert [Dang und Koralnik, 2006].

Die reaktiven, fortsatzreichen, nicht neoplastoiden Astrozyten in den PML-
Herden sind offenbar nicht produktiv mit den JC-Viren infiziert. Wahrscheinlich
handelt es sich um eine Form der sogenannten “restringierten” Infektion, bei
der mittels Restriktionsenzymen eine Replikation verhindert werden kann und
abortive Replikationszyklen auftreten. Die “restringiert” infizierten Astrozyten
nehmen die Form der fortsatzreichen reaktiven Astroglia mit deutlicher GFAP-
Expression an und kénnten dann z.B. Uber eine Stérung der Gewebstrophik
oder eine Beeintrachtigung der Bluthirnschranke zu der schon frihen
Markscheidenschadigung fuhren. Es wéare denkbar, dass die Astrozyten das
JC-Virus an die Oligodendrozyten weitergeben, in denen dann eine produktive
Infektion stattfindet. Pho et al. konnten in einer Studie demonstrieren, dafd das
JC-Virus Uber eine Rezeptor-vermittelte Clathrin-abhangige Endozytose in die
Gliazellen eindringt [PHO et al., 2000]. Querbes et al. konnten nachweisen,
dass JC-Viren uber Clathrin-abhé&ngige Endozytose in die Zellen eindringen
und in frihe Endosome transportiert werden, in denen dann eine Einsortierung
in ein Caveolin-1-positives Endosomal-Kompartiment stattfindet [Querbes,
O Hara, Williams, Atwood, 2006]. Mesquita und seine Mitarbeiter fanden
heraus, dass infizierte Oligodendrozyten und Virus-beladene Makrophagen in
der Lage sind Polyomaviruspartikel freizusetzen, die wiederum méglicherweise
die Astrozyten infizieren konnen. Reaktive, pleomorphe, sogenannte
neoplastoide Astrozyten (giant astrocytes) kdnnen infizierte Oligodendrozyten
und CD68-positive Zellen partiell oder komplett in ihr Zytoplasma aufnehmen.
Insgesamt scheinen diese Astrozyten-Oligodendrozyten-Makrophagen-Zell-zu-
Zell-Interaktionen in der Pathogenese der PML eine entscheidende Rolle zu
spielen [Mesquita et al., 1996]. Die sehr ausgedehnte Mikrogliaaktivierung in
den frihen PML-Herden des dargestellten Falles muss nicht fir einen direkten

Virusbefall dieser Zellpopulation sprechen, da die Mikrogliazellen
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bekanntermal3en sehr friih auf unterschiedlichste Schadigungen des Gehirns
reagieren. Moéglicherweise sind aber von der Mikroglia produzierte Zytokine an
der frihen Markscheidenschadigung beteiligt. Aktivierte Mikroglia setzt
Produkte wie Interleukine, Interferone, Tumor-Nekrose-Faktoren und
Chemokine frei, welche zum Tell ein toxisches Potential auf Oligodendrozyten
und Neurone besitzen. Der Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFa) kann z.B.
direkt toxisch auf Oligodendrozyten wirken und Myelinstrukturen zerstoren
[Hanisch, 2001 und 2002].

Die vorliegenden Beobachtungen der frihen Markscheidenschéadigung ohne
erkennbare Beteiligung JCV-infizierter Oligodendrozyten sind ein weiterer
Hinweis darauf, dass die PML nicht einfach als Erkrankung der
Oligodendrozyten angesehen werden darf, sondern dass offenbar der
Astroglia und mdglicherweise auch der Mikroglia in der Frihphase der

Erkrankung eine pathogenetische Schlisselrolle zukommen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden bereits auf der 43. Jahrestagung der

Gesellschaft fur Neuropathologie und Neuroanatomie vorgestellt und ein

Abstract ist dazu publiziert worden [Salewski et al., 1998].
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Zusammenfassung

Die progressive multifokale Leukoenzephalopathie (PML) ist eine
opportunistische Infektion des Zentralen Nervensystems mit dem JC-
Polyomavirus. Da die PML trotz verbesserter Therapiemdglichkeiten zumeist
innerhalb weniger Monate progredient bis zum Tode fortschreitet, sind
Autopsiestudien von frihen Erkrankungsstadien auf3erst selten und die PML-
Pathogenese ist nur unvollstdndig bekannt. Es werden neuropathologische
Autopsiefélle einer frihen PML bei einem 55-jahrigen (Fall A) und einem 63-
jahrigen (Fall B) mannlichen Patienten dargestellt. Patient A litt an einer
chronischen Niereninsuffizienz, welche eine Peritonealdialyse notwendig
machte. Er verstarb nach persistierender Peritonitis und paralytischem lleus
mit anschlielender Hemikolektomie im septischen Kreislaufversagen. Der
Patient B litt an einer Lymphogranulomatose (Morbus Hodgkin) und hatte sich
bereits einer Radio- und Chemotherapie unterzogen. Zudem bestand ein
Zustand nach Operation eines Hodenteratoms, nach aortokoronarer Bypass-
Operation und einem Aortenklappenersatz bei schwerer koronarer
Herzkrankheit mit chronisch arterieller Hypertonie. Er verstarb im kardio-
respiratorischen Kreislaufversagen bei beidseitiger Pneumonie auf dem Boden
einer chronischen Herzinsuffizienz. Die neuropathologische Untersuchung des
Gehirns zeigte in beiden Fallen makroskopisch kleine runde, graue, teils
konfluierende Herde an der Rinden-Markgrenze. Histologisch stellten sich die
Entmarkungsherde mit Astrogliose (ohne neoplastoide Astrozyten) und mit
Mikroglia- und Makrophageninfiltraten sowie spérlichen perivaskularen
Lymphozyten dar. In einzelnen dieser makroskopisch sichtbaren Foci konnten
mikroskopisch vorwiegend randlich gelegene vergrofl3erte Oligodendrozyten
gesehen werden. In einigen dieser Oligodendrozyten konnte mittels In-situ-
Hybridisierung (ISH) bzw. Immunhistologie (IH) JCV-Antigen nachgewiesen
werden. Zusatzlich zeigten sich besonders in Fall A nur mikroskopisch
sichtbare Lasionen ohne oder mit nur leichter Entmarkung, in denen sich
GFAP-positive reaktive Astrozyten und Mikrogliainfiltrate, jedoch keine
vergroBerten Oligodendrozyten und keine perivaskularen Lymphozyten

darstellen lieBRen. Diese Herde reprasentieren offenbar sehr frihe
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Gewebsveranderungen der PML. Eine produktive Infektion mit dem JC-Virus
konnte mittels ISH bzw. IH nur in Oligodendrozyten der makroskopisch
erkennbaren  Entmarkungsherde nachgewiesen werden. Die frihe
Markscheidenschadigung ohne erkennbare Beteiligung JCV-infizierter
Oligodendrozyten spricht dafur, dass die PML nicht einfach als Erkrankung der
Oligodendrozyten angesehen werden darf, sondern dass offenbar der
Astroglia und mdglicherweise auch der Mikroglia in der Frihphase der

Erkrankung eine pathogenetische Schlisselrolle zukommen.



Summary
Progressive multifocal leukoencephalopathy (PML) is an opportunistic CNS

infection by the polyomavirus JC. Although the treatment has improved, PML
mostly runs a fatal course within a few months. Therefore autopsy cases of
early PML are exceedingly rare and the pathogenesis of the disease is only
incompletely known. Two neuropathological autopsy cases are presented with
early PML lesions in a 55-year-old (case A) and a 63-year-old male patient
(case B). Patient A had suffered from chronic renal insufficiency treated with
peritoneal dialysis. He died of septic cardiovascular failure after persistent
peritonitis and paralytic ileus with following hemicolectomy. Patient B had
suffered from lymphogranulomatosis (Hodgkin’s disease) treated with radio-
and chemotherapy. Anamnestic data also reported surgery of testicular
teratoma, aortocoronary bypass and aortic valve replacement, coronary heart
disease and arterial hypertension. He died of cardiorespiratory failure with
bilateral pneumonia and chronic heart insufficiency. Neuropathological
examination disclosed in both cases small round, grey, sometimes confluent
lesions at the border between cortex and white matter. Histologically, these
lesions proved to be demyelinating foci with astrocytic gliosis and infiltrations
of microglia, macrophages and rare perivascular lymphocytes. Only a few of
these foci showed enlarged oligodendrocytes, mostly in the periphery of the
demyelinating lesions. There were also some, only microscopically visible foci
with no or a very slight demyelination which showed GFAP-positive reactive
astrocytes and microglial infiltration, but no enlarged oligodendrocytes and no
perivascular lymphocytes. These lesions obviously represent very early tissue
alterations in PML. In situ-hybridization and immunhistology for JC-virus
labelled only a few cells, all of which showed morphological features of
enlarged oligodendrocytes, and therefore were exclusively found in larger
demyelinating foci. The examinations show that only oligodendrocytes are
productively infected by JC-virus in early PML. The observation of early
demyelination  without recognizable participation of JCV-infected
oligodendrocytes indicates that PML is not only a disease of oligodendrocytes,

but astrocytic and microglial activation may play an important pathogenetic
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role in the early PML.
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Abb. 1: Fall A: Rechts hochfrontal einzelne kleine kortiko-
subkortikale PML-Herde
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Abb. 2: Fall A: Einzelner kleiner kortiko-subkortikaler PML-Herd
rechts hochfrontal auf einem Schnitt durch die Corrpora
mamillaria
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Abb. 3: Fall A: Sehr kleine PML-Herde links parietal kortiko-subkortikal
(Doppelpfeil); nebenbefundlich im unteren Bildabschnitt Anschnitte einer
kapillaren Teleangiektasie (Pfeil)
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Abb. 4: Fall A: Ausschnittsvergrol3erung der PML-Herde aus Abb. 3
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Abb. 5: Fall A: Zwei Entmarkungsherde rechts frontal in der Markscheidenfarbung
nach Kluver-Barrera (erhaltene Markscheiden blau gefarbt)
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Abb. 6: Fall A: Ein weiterer rechts frontaler Entmarkungsherd in der
Markscheidenfarbung nach Kluver-Barrera
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Abb. 7 Fall A: Entmarkungsherd mit Astrozytose (gerade Pfeile) und
Mikrogliaaktivierung (gebogener Pfeil) in einem frihen PML-Herd;
HE-Farbung




Abb. 8: Fall A: Entmarkungsherd mit Astrozytose (Doppelpfeil) und Mikroglia-
aktivierung (gebogener Pfeil); HE-Farbung




Abb. 9: Fall A: Zellen mit der Morphologie vergrol3erter Oligodendrozyten (Pfeile)
im Randbereich eines Entmarkungsherdes, zum Vergleich zwei normale
Oligodendrozyten (Doppelpfeil); HE-Farbung
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Abb. 10: Fall A: Zellen mit der Morphologie vergrof3erter Oligodendrozyten
(Pfeile) in einem Entmarkungsherd, normaler Oligodendrozyt (Pfeilspitze) zum

Vergleich; Markscheidenfarbung nach Kliver-Barrera mit blau gefarbten
Markscheidenfragmenten
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Abb. 11 Fall A: Mikrogliaaktivierung (braun gefarbte Zellen) in einem PML-Herd
mit Markscheidenrarefikation und -fragmentierung (verbliebene Markscheiden

blau gefarbt); CD68-Immunhistologie kombiniert mit Markscheidenféarbung nach
Kliver-Barrera
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Abb. 12: Fall A: Ubersichtsaufnahme eines Herdes mit Mikrogliaaktivierung (braun
gefarbte Zellen) mit weitgehend erhaltenen Markscheiden (blau gefarbt); CD68-
Immunhistologie kombiniert mit Markscheidenfarbung nach Kliver-Barrera
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Abb. 13: Fall A: Herd mit Astrogliose (braun gefarbte Zellen) und Markscheiden-
rarefikation und -fragmentierung (verbliebene Markscheiden blau gefarbt);
GFAP-Immunhistologie kombiniert mit Markscheidenfarbung nach Kliver-Barrera
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Abb. 14: Fall A: Ubersichtsaufnahme eines Herde mit Astrogliose (braun
gefarbte Zellen) mit weitgehend erhaltenen Markscheiden (blau geféarbt);

GFAP-Immunhistologie kombiniert mit Markscheidenfarbung nach Klaver-
Barrera
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en) und

erd mit CD45-positiven Zellen (braun gefarbte Zell
leichter Markfaserrarefikation (Markscheiden blau gefarbt); CD45-Immunhistologie
kombiniert mit Markscheidenfarbung nach Kltver-Barrera
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Abb. 16: Fall A: Mittels der JC-Virus- In-situ-Hybridisierung markierter
vergréRerter Oligodendrozyt (rétlich gefarbte Zelle, Pfeil) in einem
Entmarkungsherd




Abb. 17: Fall A: Mittels der JC-Virus- In-situ-Hybridisierung markierter vergroRerter
Oligodendrozyt (rétlich gefarbte Zelle, Pfeil) in einem Entmarkungsherd
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Abb. 18: Fall B: Konfluierende kortiko-subkortikale PML-Herde
(Pfeile) links hochfrontal in einem Schnitt in Hohe der Corpora mamillaria
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Abb. 19: Fall B: PML-Herd im rechten vorderen Stammganglienbereich (Pfeil)
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Abb. 20: Fall B: Deutlich sichtbarer Entmarkungsherd in der Markscheiden-
farbung nach Kluver-Barrera (verbliebene Markscheiden blau gefarbt)
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Abb. 21: Fall B: Deutlich sichtbarer Entmarkungsherd in der Markscheidenféarbung
nach Kliver-Barrera (verbliebene Markscheiden blau gefarbt)
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Abb.22: Fall B: PML-Herd mit zahlreiche CD68-positiven Zellen (braun gefarbt);
CD 68-Immunbhistologie




Abb. 23: Fall B: PML-Herd mit Astrogliose (braun gefarbte Zellen) in der
GFAP-Immunhistologie
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Abb.24: Fall B: Zellen mit der Morphologie vergroRerter Oligodendrozyten (Pfeile)

(zum Vergleich normaler Oligodendrozyt: Pfeilspitze) im Randbereich eines PML-
Herdes mit Astrogliose (gebogene Pfeile); HE-Farbung
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Abb. 25: Fall B: Mittels der JC-Virus-Immunhistologie nuklear markierte Zellen
(braun gefarbt) mit der Morphologie vergroRerter Oligodendrozyten




Abb. 26: Fall B: Mittels der JC-Virus-Immunhistologie nuklear markierte
Zellen (braun gefarbt) mit der Morphologie vergréRerter Oligodendrozyten
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10. Anhang
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Ich habe die vorgelegte Dissertation selbststandig, ohne unerlaubte fremde
Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben
habe. Alle Textstellen, die wortlich oder sinngemal aus verodffentlichen oder
nicht veréffentlichen Schriften enthommen sind, und alle Angaben, die auf
mundlichen Auskinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den
von mir durchgefihrten und in der Dissertation erwahnten Untersuchungen
habe ich die Grundsatze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der
"Satzung der Justus-Liebig-Universitat GieRen zur Sicherung guter
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