
Aus der Abteilung Neuropathologie 

(Prof. Dr. med. W. Brück) 

im Zentrum Pathologie 

der Medizinischen Fakultät der Universität Göttingen 

 

 

 

Untersuchungen  

zur Rekrutierung myeloischer Zellen  

in einem Tiermodell  

der Alzheimerschen Erkrankung 

 

 

 

Inaugural - Dissertation 

 

zur Erlangung des Doktorgrades 

der Medizinischen Fakultät 

 der Georg - August - Universität zu Göttingen 

 

 

 

vorgelegt von 

Bernhard Martin Schlevogt 

aus Nürnberg 

 

 

 

Göttingen 2011 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Dekan: Prof. Dr. med. C. Frömmel 

 

I. Berichterstatter: Prof. Dr. med. M. Prinz 

II. Berichterstatter/in: Prof. Dr. rer. nat. Reichardt 

III. Berichterstatter/in: Prof. Dr. med., Dr. rer. nat. Crozier 

 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 15.02.2012



Inhaltsverzeichnis___________________________________________________I 

  

Inhaltsverzeichnis 

 

Abkürzungsverzeichnis………….…………………………………………IV 

Tabellenverzeichnis………………………………………………………...VI 

Abbildungsverzeichnis……………………………………………………..VII 

 

1 Einleitung................................................................................ 1 

1.1 Morbus Alzheimer..................................................................... 1                                                                      

1.1.1 Epidemiologie...................................................................... 1 

1.1.2 Risikofaktoren und Genetik.………………………………..... 1 

1.1.3 Symptome……………………………………………………... 2 

1.1.4 Amyloidhypothese und Pathophysiologie………………...... 2 

1.1.4.1 Prozessierung und Abbau.............................................. 2 

1.1.4.2 Toxizität…………………………………….……………….. 4 

1.1.5      Neuropathologische Veränderungen………………………... 4    

1.2 Mikroglia………………………………………………………….... 6 

1.2.1 Morphologie, Aktivierung und Funktion ……………………. 6 

1.2.2 Mononukleäre Phagozyten………………………………....... 7 

1.2.3 Rolle der residenten Mikroglia beim Morbus Alzheimer…... 9 

1.2.4 Rolle der mononukleären Phagozyten beim Morbus Alzheimer   

                 ............................................................................................ 10 

1.3 Zielsetzung……………………………………………………….... 12 

2 Materialien und Methoden……………………………………... 13 

2.1 Chemikalien, Enzyme, Antikörper, Reinigungssysteme und Tiere 

 .................................................................................................. 13 

2.2 Das APPswe/PS1-dE9 - Tiermodell des Morbus Alzheimer........ 14 

2.3 Herstellung von Knochenmarkschimären……………………….16 

2.4 Durchflusszytometrie………………………………………………18 



Inhaltsverzeichnis___________________________________________________II 

  

2.5 Genexpressionsanalyse………………………………………….. 20 

2.6 Enzyme - linked immunosorbent assay (ELISA)…….……....... 22 

2.7 Western Blot……………………………………………………..... 23 

2.8 Immunfluoreszenz auf Gefrierschnitten……………………….... 23 

2.9  Genotypisierung....................................................................... 25 

2.10   Statistische Auswertung………………………………….... ......... 26 

3 Experimente und Ergebnisse................................................ 27 

3.1 Versuchsdesign.........................................................................27 

3.2 Ly-6Chi - Monozyten sind die Vorläuferzellen der mononukleären    

  Phagozyten im APPswe/PS1 - Gehirn........................................... 28 

3.2.1 Massive Reduktion der Ly-6Chi - Monozyten bei CCR2 -       

            defizientem Knochenmark................................................... 28 

3.2.2 Ly-6Chi - Monozyten migrieren in APPswe/PS1 -  Gehirne........29 

3.3 Die Einwanderung von Ly-6Chi - Monozyten ins ZNS ist abhängig    

von der Gewebekonditionierung............................................... 30 

3.3.1 Stabiler Chimärismus in den Chimären……………............. 30 

3.3.2 Die Einwanderung von Ly-6Chi - Monozyten ins ZNS bedarf  

 vorheriger Bestrahlung........................................................ 32 

3.3.3  Schwache Assoziation von mononukleären Phagozyten mit 

Amyloidplaques................................................................... 34 

3.4 Die Gewebekonditionierung verändert das Hirnmilieu.............. 35  

3.4.1 Veränderungen des zellulären Netzwerks und Reduktion der  

 Mikroglia infolge der Bestrahlung........................................ 35  

3.4.2 Unterschiede in der Reaktion der Mikroglia auf Amyloid- 

 plaques............................................................................... 37 

3.4.3 Veränderungen der Mikrogliamorphologie.......................... 39 

3.4.4 Veränderungen der Genexpression.................................... 41 

3.5 Reduktion des Aβ - Gehalts im APPswe/PS1 -  Gehirn durch   



Inhaltsverzeichnis___________________________________________________III 

  

 Bestrahlung……………………………………………………...... 43 

3.6 Mononukleäre Phagozyten sind nicht ursächlich für die Reduktion   

           des Aβ - Gehalts im APPswe/PS1 -  Gehirn................................... 45 

4 Diskussion............................................................................... 47    

5  Zusammenfassung................................................................. 57 

6   Literaturverzeichnis................................................................ 59 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abkürzungsverzeichnis_______________________________________________IV 

  

 
Abkürzungsverzeichnis 
 

ACTβ engl. Beta-Actin 

APC  Allophycocyanin 

ApoE  Apolipoprotein E 

APPswe engl. Amyloid Precursor Protein Swedish Mutation 

Aβ  Amyloid - Beta 

BACE1 engl. beta - site of APP cleaving enzyme = β - Sekretase 

CCR2  CC - Motiv - Chemokinrezeptor 2 

cDNA engl. Complementary DNA 

CXCR1  CXC - Motiv - Chemokinrezeptor 1 

DAPI  4′,6 - Diamidin - 2 - Phenylindol 

DMEM engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

dNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphat 

EDTA engl. Ethylenediaminetetraacetic acid 

EGFP engl. Enhanced Green Fluorescent Protein 

ELISA engl. Enzyme - linked Immunosorbent Assay 

FCS engl. Fetal Calf Serum 

FITC  Fluoresceinisothiocyanat 

GAPDH  Glycerinaldehyd - 3 - phosphat - Dehydrogenase 

Gy  Gray 

Iba-1 engl. Ionized calcium binding adaptor molecule 1 

IL-1  Interleukin 1 

iNOS engl. inducible NO - Synthetase 

IP-10 = CXCL10 engl. Interferon - gamma induced Protein = CXC - Motiv - 

Ligand 10 

LOAD engl. Late Onset Alzheimer Disease 

Ly-6C engl. Lymphocyte antigen 6C 

MCP-1 engl. Monocyte Chemotactic Protein 1 

MeV  Megaelektronenvolt 

MIP-1α = CCL3 engl. Macrophage Inflammatory Protein 1 α = CC - Motiv - 



Abkürzungsverzeichnis_______________________________________________V 

  

Ligand 3 

mRNA engl. messenger Ribonucleic Acid 

PBS engl. Phosphate Buffered Saline 

PE  Phycoerythrin 

PerCP  Peridinin Chlorophyll Protein 

PFA  Paraformaldehyd 

PHF engl. Paired Helical Filament 

PrPc engl. Prion Protein cellular 

PS1/2  Präsenilin 1/2 

qRT - PCR engl. quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction 

SDS engl. Sodium Dodecyl Sulphate 

SRA engl. Scavenger Receptor A 

TAE  Tris - Acetat - EDTA - Puffer 

TLR engl. Toll Like Receptor 

Taq - Polymerase  Thermus - aquaticus - Polymerase 

TGF-β1 engl. Transforming Growth Factor - Beta 1 

TNF-α engl. Tumor Necrosis Factor - alpha 

ZNS  Zentrales Nervensystem 

β-CTF engl. Beta - C - Terminal Fragment 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



Tabellenverzeichnis__________________________________________________VI 

  

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Bei der Durchflusszytometrie verwendete Fluoreszenzantikörper............  19 

Tabelle 2: Eigenschaften der verwendeten Fluorochrome........................................  20 

Tabelle 3: Primersequenzen und Hybridisierungstemperaturen für die quantitative   
Reverse - Transkriptase - Polymerase - Kettenreaktion............................ 22 

Tabelle 4: Primersequenzen und Hybridisierungstemperaturen für die   
 Genotypisierungs - Polymerase - Kettenreaktion......................................  26

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Abbildungsverzeichnis_______________________________________________VII 

  

Abbildungsverzeichnis 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der amyloidogenen und nicht - 
       amyloidogenen APP - Prozessierung.................................................................. 3 
 
Abbildung 2:Schematische Darstellung der verschiedenen Knochenmarkschimären   
       und ihrer Injektions - und Bestrahlungsmodalitäten............................................ 17 
 

Abbildung 3: Zeitlicher Ablauf der Knochenmarksrekonstitution.............................. 27 
 
Abbildung 4: Aufteilung des Hirngewebes für verschiedene Analysen.................... 27   
 
Abbildung 5: Blutchimärismus von inflammatorischen Monozyten in CCR2-/- - GFP 
 APPswe/PS1 - Chimären.................................................................................... 28 

 
Abbildung 6: Immunhistochemische Untersuchung der Gehirne von CCR2-/- - GFP 
 APPswe/PS1 - Chimären.................................................................................... 29 

 
Abbildung 7: Semiquantitative Analyse der mononukleären Phagozyten im Gehirn 

von CCR2-/- - GFP  APPswe/PS1 - Chimären und deren Plaqueassoziation....... 30 
 

Abbildung 8: Blutchimärismus von inflammatorischen Monozyten in geschützt      
bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären...................................................................... 31 

 

Abbildung 9: Blutchimärismus verschiedener Zelllinien in geschützt bestrahlten   
APPswe/PS1 - Chimären......................................................................................... 32 

 
Abbildung 10: Immunhistochemische und semiquantitative Untersuchung der 

Gehirne und Rückenmarke von geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - 
Chimären............................................................................................................ 33 

 

Abbildung 11: Semiquantitative Untersuchung der Plaqueassoziation von 
mononukleären Phagozyten in geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären.... 34 

 

Abbildung 12: Morphologische Veränderungen des Mikroglianetzwerks in geschützt 
bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären...................................................................... 35 

 

Abbildung 13: Semiquantitative Untersuchung der Iba-1+ - Mikroglia in geschützt 
bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären...................................................................... 36 

 

Abbildung 14: Semiquantitative Untersuchung der plaqueassoziierten Mikroglia in 
geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären...................................................... 37 

 

Abbildung 15: Morphologische Veränderungen der plaqueassoziierten Mikroglia in 
ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären.................................................. 38 

 

Abbildung 16: Quantifizierung der nicht - plaqueassoziierten Mikroglia mit 
morphologischen Veränderungen in ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - 
Chimären............................................................................................................. 39 

 



Abbildungsverzeichnis_______________________________________________VIII 

  

Abbildung 17: Morphologische Veränderungen der nicht - plaqueassoziierten 
Mikroglia in ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären............................... 40 

 

Abbildung 18: Morphologische Veränderungen der mononukleären GFP+ - 
Phagozyten in APPswe/PS1 - Chimären................................................................. 41 

  
Abbildung 19: Veränderte Genexpression von Zytokinen und Chemokinen im 

Gehirn von ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären............................... 42 
 

Abbildung 20: Biochemische Quantifizierung des Aβ und seiner Anaboliten im 
Gehirn von ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären............................... 44 

 

Abbildung 21: Semiquantitative Untersuchung der Aβ - immunreaktiven Fläche im 
Gehirn von ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären............................... 45 

 
Abbildung 22: Biochemische Quantifizierung des Aβ und seiner Anaboliten im  

Gehirn von CCR2-/- - GFP  APPswe/PS1 - Chimären...................................... 46 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1 Einleitung________________________________________________________1 

  

1 Einleitung 
 
1.1 Morbus Alzheimer 

1.1.1 Epidemiologie  

Der Morbus Alzheimer ist mit einem Anteil von 70 % die häufigste Ursache für eine 

Demenz, gefolgt von der Vaskulären Demenz mit 17 %. Die verbleibenden 13 % 

teilen sich die Parkinson - Demenz, die Lewy - Körper - Demenz, die Fronto-

temporale Demenz und der Normaldruckhydrozephalus (Alzheimer’s Association 

2009). Die Prävalenz des Morbus Alzheimer in Deutschland beträgt für Menschen im 

Alter zwischen 65 und 100 Jahren 33 % für Männer und 45 % für Frauen (Jellinger 

2001) und weist auf der ganzen Welt keine größeren Unterschiede auf (Qiu CX et al. 

2007). Durch eine Zunahme der Lebenserwartung wird sich die Zahl der Betroffenen 

weiter steigern, so dass sich bei dieser Erkrankung, deren wichtigster Risikofaktor 

das Alter ist, eine stark zunehmende Belastung des Gesundheitssystems ergibt. 

Aufgrund der höheren weiblichen Lebenserwartung leiden 16 % aller Frauen über 71 

Jahren, aber nur 11 % aller Männer an einem Morbus Alzheimer (Alzheimer’s 

Association 2009).  

 

1.1.2 Risikofaktoren und Genetik 

Der einzige bekannte genetische Risikofaktor der spontanen Form des Morbus 

Alzheimer (Late Onset Alzheimer Disease, LOAD) ist das ApoE-ε4 - Allel, welches 

unter anderem eine Rolle im Lipidmetabolismus spielt und im Gehirn von Mikroglia 

und Astrozyten exprimiert wird (Strittmatter et al. 1993). Für Personen, die 

homozygot für das ApoE-ε4 - Allel sind (3 % der Bevölkerung), erhöht sich die 

Erkrankungswahrscheinlichkeit auf 90 % bis zum Alter von 80 Jahren (Corder et al. 

1993). Protektiv wirkt sich ein hohes Bildungsniveau durch eine kognitive Reserve 

aus (Mortimer et al. 2005). 

Neben der spontanen Variante gibt es auch familäre Formen des Morbus Alzheimer, 

die durch einen autosomal - dominanten Erbgang und einen Erkrankungsbeginn zum 

Teil weit vor dem 65. Lebensjahr gekennzeichnet sind. Diese Variante macht zwar 

weniger als 1 % aller Erkrankungen aus, doch hat sie, weil sie pathologisch und 

klinisch, mit Ausnahme des verfrühten Krankheitsbeginns, nicht von der spontanen 

Variante unterscheidbar ist, wichtige Einblicke zum Verständnis der Pathophysiologie 
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gegeben. Mittlerweile sind über 20 krankheitsassoziierte Mutationen im Gen für das 

Amyloid Precursor Protein (APP) und über 130 Mutationen im Präsenilin - Gen 1 und 

2 (PS1/2) beschrieben worden (Götz und Ittner 2008). Auf das APP - Gen ist man 

aufmerksam geworden, weil es auf Chromosom 21 liegt und man bei Trisomie - 21 - 

Patienten eine Demenz mit neuropathologischen Veränderung ähnlich dem Morbus 

Alzheimer beobachtet hat, was man durch die 1,5 - fache Erhöhung der APP - 

Genexpression erklärt (Tanzi und Bertram 2005).  

 

1.1.3 Symptome 

Wichtigstes klinisches Merkmal ist die progrediente Verschlechterung der 

Gedächtnisfunktion, welche bereits zu einem sehr frühen Krankheitsstadium auftritt. 

Im Verlauf zeigen sich Störungen höherer geistiger Funktionen wie 

Orientierungsstörungen, Sprachstörungen, Persönlichkeitsveränderungen bis hin zu 

psychiatrischen Symptomen, wie depressive Verstimmungen, paranoide Psychosen, 

Aggressivität und Unruhe. Im späten Stadium der Erkrankung kommen neurologische 

Herdsymptome wie Paresen, Hyperreflexie und Inkontinenz hinzu. Typisch ist, dass 

es den Patienten bei oberflächlicher Betrachtung lange gelingt, die Fassade eines 

psychiatrisch unauffälligen Menschen zu erhalten. Zur Abgrenzung von anderen 

Demenzen ist, neben der spezifischen Symptomkonstellation, die Tatsache wichtig, 

dass meist eine stetige Progredienz im Gegensatz zu einer fluktuierenden 

Symptomatik vorliegt (Möller et al. 2009). 

 

1.1.4 Amyloidhypothese und Pathophysiologie 

1.1.4.1 Prozessierung und Abbau 

Die Amyloidhypothese besagt, dass ein Ungleichgewicht von Aβ - Produktion und - 

Abbau sowie die daraus folgende Aβ - Akkumulation und - Aggregation die primären 

Ereignisse sind, die alle weiteren neuropathologischen Veränderungen wie z. B. das 

Auftreten von neurofibrillären Tangles und den Nervenzellverlust zur Folge haben 

(Hardy und Selkoe 2002). Aβ ist ein Spaltprodukt des Amyloid Precurser Proteins 

(APP), welches als integrales Membranprotein ubiquitär im Körper exprimiert wird 

(Kumar et al. 2009). Das APP und seine Spaltprodukte erfüllen vielfältige 

physiologische Aufgaben, wie die Regulation des Überlebens und der Migration von 

Neuronen während der Gehirnentwicklung (Kim und Tsai 2009). An der 



1 Einleitung________________________________________________________3 

  

Prozessierung des APP sind verschiedene Sekretasen beteiligt (Abb. 1). Nach 

Internalisierung des APP entstehen im Endosom durch die β - Sekretase (BACE1) 

zunächst die beiden Fragmente APP-sβ und β-CTF. Der γ - Sekretase - Komplex, 

zusammengesetzt aus den 4 Untereinheiten Präsenilin1 oder 2, Nicastrin, APH1 und 

PEN2,  setzt nun aus dem β-CTF durch intramembranöse Spaltung das Aβ frei. Es 

hängt vom genauen Angriffspunkt der γ - Sekretase ab, ob hierbei das Aβ40 oder das 

Aβ42 in den Extrazellulärraum sezerniert wird. Aβ42 hat dabei eine deutlich stärkere 

Neigung zur Aggregation (Jarrett et al. 1993).  

 

 

Abbildung 1: Die amyloidogene und nicht - amyloidogene APP - Prozessierung mit 
Bezeichnung der beteiligten Sekretasen und Spaltprodukte (modifiziert nach Rivest 2009, S. 
435). 
 

Unter die Bezeichnung „lösliches Aβ“ fallen die Aβ - Monomere und - Oligomere, da 

sie nach Zentrifugation in wässriger Lösung bleiben. Im Pellet befindet sich das 
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unlösliche, fibrilläre Aβ (Irvine et al. 2008). Die α - Sekretasen spalten das APP 

genau in der Aβ - Region, sodass auf diesem Wege kein Aβ mehr entstehen kann 

(Rivest 2009, Haass und Selkoe 2007). 

Abgebaut wird das Aβ durch proteolytische Enzyme und Phagozytose (Weiner und 

Frenkel 2006), was später eingehender erläutert wird. Ein zusätzlicher Mechanismus 

der Aβ - Elimination ist der Transport des Aβ über die Bluthirnschranke in den 

Blutkreislauf (Deane et al. 2009). 

 

1.1.4.2 Toxizität 

Es ist nicht bekannt, auf welche Weise die Akkumulation von Aβ zur Entwicklung 

kognitiver Defizite führt. Vermutlich setzt sich die Toxizität aus einer Vielzahl 

verschiedener Faktoren zusammen. Von den Aβ - Aggregaten stehen besonders die 

Oligomere in Verdacht, für die Toxizität verantwortlich zu sein (Götz und Ittner 2008). 

Nur sie können im Hippocampus die Langzeitpotenzierung hemmen, die ein Maß für 

synaptische Plastizität und damit ein Korrelat des Lernens ist (Walsh et al. 2002, 

Shankar et al. 2008). Dieser Effekt wird zum Beispiel von dem auf Neuronen 

exprimierten zellulären Prion Protein (PrPc) vermittelt (Laurén et al. 2009). Für die 

Toxizität der Plaques spricht, dass in ihrer Nähe die neuronalen Fortsätze vermehrt 

morphologische Auffälligkeiten aufweisen (Tsai et al. 2004) und es zur Fehlfunktion 

von Synapsen kommt (Stern et al. 2004). Zusätzlich besteht noch die Möglichkeit, 

dass Plaques als Reservoire für lösliches Aβ dienen (Martins et al. 2005). Auch für 

die im Rahmen der Entzündungsreaktion entstehenden freien Sauerstoff - Radikale 

und Zytokine ist die Neurotoxizität zumindest in vitro belegt (Weiner und Frenkel 

2006). Schließlich wurde gezeigt, dass die Aβ - Toxizität auch von der Anwesenheit 

von Tau, einem beim Morbus Alzheimer ebenfalls pathologisch abgelagerten Protein, 

abhängig ist (Rapoport et al. 2002). 

 

1.1.5 Neuropathologische Veränderungen 

Der bayerische Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer stellte 1907 erstmals 

die These auf, dass neuropathologische Veränderungen ursächlich für die 

Entwicklung einer Demenz seien; im Einzelnen hatte er Veränderungen beobachtet, 

die heute als Amyloidplaques und neurofibrilläre Tangles bezeichnet werden (Morris 

und Salmon 2007, Tanzi und Bertram 2005).  
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Bei den neurofibrillären Tangles handelt es sich auch um Proteinaggregate, die 

allerdings intrazellulär in Zellkörper, Dendriten und Axonen von Neuronen beobachtet 

werden und zudem auch im Rahmen anderer neurodegenerativer Erkrankungen 

auftreten. Das den Aggregaten zugrundeliegende Protein heißt Tau und hat eine 

Funktion bei der Stabilisierung und Regulation der Mikrotubuli, die wichtiger 

Bestandteil des Zytoskeletts von Zellen und deshalb auch entscheidend für den 

axonalen Transport sind. Beim Morbus Alzheimer ist dieses Tau - Protein in einer 

abnormen Weise phosphoryliert, wodurch es sich zunächst zu Doppelsträngen 

(paired helical filaments, PHF) und dann zu den neurofibrillären Tangles zusammen 

lagern kann. Endpunkt der neurofibrillären Neurodegeneration sind die so genannten 

ghost tangles, welche die Stelle eines untergegangenen Neurons markieren, aber 

keine zelluläre Reaktion auslösen (Duyckaerts et al. 2009, Querfurth und LaFerla 

2010). Die Ausbreitung der neurofibrillären Tangles folgt anatomischen Bahnen und 

beginnt zunächst im medialen Temporallappen (entorhinaler Kortex, Hippocampus) 

und weitet sich später auf den Isokortex aus (Braak und Braak 1991).  

Ein weiteres wichtiges Kennzeichen der Alzheimerschen Erkrankung ist der massive 

Verlust von Neuronen, der mit der Volumenreduktion des entsprechenden 

Hirngebiets einhergeht (Kril et al. 2004). Diese Atrophie kann bereits makroskopisch 

oder mit Hilfe der Kernspintomographie am Patienten beurteilt werden. Sie ist vor 

allem an den Stellen ausgeprägt, wo auch neurofibrilläre Tangles entstehen, was auf 

einen pathophysiologischen Zusammenhang hindeutet (Whitwell et al. 2008). 

Die Amyloidplaques sind extrazelluläre Aggregate, die sich überwiegend aus Aβ - 

Peptiden zusammensetzen. Die Aβ - Monomere lagern sich beim Überschreiten 

gewisser Konzentrationsschwellenwerte zunächst zu Oligomeren, später zu Fibrillen 

zusammen. Diese ordnen sich innerhalb von 24 Stunden (Meyer - Luehmann et al. 

2008) nach dem Prinzip der β - Faltblattstruktur zu den mikroskopisch sichtbaren 

Plaques an (Querfurth und LaFerla 2010). Klassischerweise bestehen die Plaques 

aus einem dichten Kern und einer diffusen Peripherie (Halo). Die darüber hinaus 

auftretenden, diffusen Ablagerungen  spielen pathophysiologisch keine Rolle (Perrin 

et al. 2009). Hervorzuheben ist, dass sich zum Teil auch im alternden Gehirn von 

gleichaltrigen nicht - dementen Menschen eine signifikante Erhöhung der Amyloid- 

ablagerungen feststellen lässt (Rodrigue et al 2009). Amyloidplaques werden 

zunächst nur im Isokortex gefunden und im Verlauf dann im Hippocampus und 

entorhinalen Kortex und breiten sich schließlich auch im Dienzephalon, Hirnstamm 

b.schlevogt
Schreibmaschinentext
 .



1 Einleitung________________________________________________________6 

  

und Kleinhirn aus (Thal et al. 2002). Die in der Umgebung der Plaques gelegenen 

Neurone weisen morphologische Veränderungen auf, die zum Ausdruck der 

neuritischen Plaques geführt haben (Duyckaerts et al. 2009). Die dystrophen 

Neuriten sind axonal und weisen vesikuläre Auftreibungen sowie eine abnorme 

Krümmung in Plaquenähe auf, was durch eine Störung des axonalen Transports 

erklärt wird (Serrano - Pozo et al. 2010, Stokin et al. 2005). 

Ein weiteres plaqueassoziiertes Phänomen ist die lokale, zelluläre Reaktion, die sich 

durch die Rekrutierung und Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten auszeichnet 

(Weiner und Frenkel 2006). Damit verbunden ist die Ausschüttung 

proinflammatorischer Mediatoren, wie beispielsweise der Zytokine IL-1β, IL-6, TNF-α, 

der Chemokine CCL2, CCL3 und CXCL10 (Akiyama et al. 2000) oder der Faktoren 

des Komplementsystems, wobei allerdings auch zum Teil ein neuronaler Ursprung 

zugrunde liegt (McGeer und McGeer 2001).  

Es wurden verschiedene neuropathologische Kriterien entwickelt, die die Diagnose 

des Morbus Alzheimer mit hoher Wahrscheinlichkeit erlauben. Die CERAD - Kriterien 

umfassen eine semiquantitative Bestimmung der Dichte der neurititschen Plaques in 

definierten Hirnregionen. Altersadaptiert erfolgt schließlich die Einteilung in einen 

sicheren, wahrscheinlichen oder möglichen Morbus Alzheimer (Mirra et al. 1993). In 

der Stadieneinteilung nach Braak und Braak werden zusätzlich zu den 

Amyloidplaques auch die neurofibrillären Tangles quantifiziert, wobei hier auch die 

zeitliche und lokale Ausbreitung der verschiedenen alzheimertypischen Merkmale 

über das ZNS berücksichtigt wird (Braak und Braak 1991, Thal et al. 2000, Jellinger 

2001). 

 

1.2    Mikroglia 

1.2.1 Morphologie, Aktivierung und Funktion  

Mikroglia sind die residente Makrophagenpopulation des zentralen Nervensystems  

und repräsentieren etwa 10 % der Zellen des ZNS (Weiner und Frenkel 2006). 

Morphologisch sind sie gekennzeichnet durch einen runden bis ovalen Kern und 

dünne, in alle Richtungen stark verzweigte Fortsätze. Diese sind im nicht - aktivierten 

Zustand hoch dynamisch und tasten die Umgebung kontinuierlich nach 

pathologischen Veränderungen ab (Nimmerjahn et al. 2005, Davalos et al. 2005). 

Treffen sie auf eine solche, verändert sich die Morphologie: Die Zahl der Fortsätze 
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nimmt ab, der Zellkörper schwillt an und die proximalen Fortsätze werden dicker 

(Nimmerjahn et al. 2005). Außerdem wird die Expression bestimmter 

Oberflächenmarker beeinflusst und eine große Zahl von Signalmolekülen 

ausgeschüttet (Raivich et al. 1999). Allerdings kam man in den letzten Jahren 

vermehrt zur Erkenntnis, dass die Aktivierung von Mikroglia ein sehr heterogener 

Prozess ist. Entscheidend ist dabei, wodurch die Mikroglia aktiviert werden. So führt 

die Phagozytose von apoptotischen Zellen und Myelin über antiinflammatorische 

Zytokine wie IL-10 oder TGF-β1 eher zu regenerativen Prozessen (alternative 

Aktivierung), wohingegen die Aktivierung durch bakterielle Antigene zu einer 

proinflammatorischen Immunantwort mit neurotoxischen Zytokinen und reaktiven 

Sauerstoffspezies führt (Hanisch und Kettenmann 2007, Colton 2009). Damit 

Mikroglia auf ein breites Spektrum an Pathogenen reagieren können, verfügen sie 

über ein großes Repertoire an Oberflächenrezeptoren, wie Toll - like - Rezeptoren, 

Purinorezeptoren oder Scavenger - Rezeptoren (Graeber und Streit 2010). Als 

zentraler Bestandteil des angeborenen Immunsystems im ZNS sind Mikroglia bei der 

Abwehr infektöser Erreger beteiligt, aber auch elementarer Bestandteil der 

Pathogenese von Autoimmunerkrankungen des ZNS und neurodegenerativen 

Erkrankungen. 

 

1.2.2  Mononukleäre Phagozyten 

Mononukleäre Phagozyten entstehen im Knochenmark und gehören zur myeloischen 

Zellreihe. Zu diesen werden drei Hauptpopulationen gezählt, wobei diese allerdings 

noch in diverse Untergruppen klassifiziert werden können: zirkulierende  Monozyten, 

Gewebemakrophagen und dendritische Zellen (Geissmann et al. 2010). Im 

Gegensatz zu den ausdifferenzierten dendritischen Zellen und Gewebemakrophagen 

stellen Monozyten eine Vorläuferzellpopulation dar, die sich unter bestimmten 

physiologischen als auch pathologischen Bedingungen zu den ausgereiften 

Phagozyten differenzieren kann (Landsman und Jung 2007, Mildner et al. 2007). 

Unter den im weiteren Verlauf als mononukleäre Phagozyten bezeichneten Zellen 

sind in dieser Arbeit die bereits ins ZNS eingewanderten hämatopoietischen Zellen in 

Abgrenzung zu den im Blut zirkulierenden Monozyten zu verstehen. Auch die im ZNS 

lokalisierten Mikroglia fallen als Gewebemakrophagen in die Gruppe der 

mononukleären Phagozyten; ein mesenchymaler Ursprung der embryonal 
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einwandernden Mikroglia ist allgemein akzeptiert (Prinz und Mildner 2010, Ginhoux 

et al. 2010). Im Gegensatz zu diesen embryonalen Mikroglia konnte mit 

Knochenmarkstransplantationen in Mäusen gezeigt werden, dass myeloische Zellen 

postnatal in das gesunde ZNS migrieren, um sich dort in mikrogliaartige Zellen zu 

differenzieren (Priller et al. 2001). Nach der Rekrutierung ins Gehirn entwickeln die 

mononukleären Phagozyten, die sich zunächst durch eine runde Morphologie 

auszeichnen, die für Mikroglia typische Ramifizierung und exprimieren dieselben 

Oberflächenmerkmale (Priller et al. 2001). Mit dieser Methode konnte in zahlreichen 

Tiermodellen von ZNS - Pathologien, wie dem Morbus Parkinson, der Multiplen 

Sklerose, dem Schlaganfall und der traumatischen neuronalen Schädigung eine 

erhöhte Anzahl Zellen mit hämatopoietischem Ursprung gefunden werden (Yong und 

Rivest 2009).  

Inwieweit dies auch unter physiologischen Bedingungen geschieht, wird gegenwärtig 

kontrovers diskutiert (Prinz und Mildner 2010). Die Kritik basiert auf dem Fakt, dass 

bei den Knochenmarkstransplantationsexperimenten eine letale Bestrahlung des 

Rezipienten notwendig ist, um die endogenen hämatopoietischen Stammzellen im 

Knochenmark abzutöten. Erst nach dieser Konditionierung kann das neu transferierte 

Knochenmark anwachsen und proliferieren. Inzwischen wurde jedoch gezeigt, dass 

in Knochenmarkschimären, deren Kopf vor der Bestrahlung geschützt wurde, keine 

hämatopoietischen Zellen ins ZNS einwandern (Mildner et al. 2007). Auch in 

Parabioseexperimenten, bei denen die Blutkreisläufe zweier Mäuse miteinander 

verbunden wurden und eine der Mäuse einen genetischen Marker besitzt, der das 

Auffinden der Zellen im anderen Organismus erlaubt, konnten ebenfalls keine 

eingewanderten Zellen im ZNS gefunden werden (Ajami et al. 2007). Beide Studien 

legen nahe, dass die Einwanderung mononukleärer Phagozyten von den 

experimentellen Bedingungen abhängig ist und nicht physiologischerweise zur 

Population der residenten embryonalen Mikroglia beiträgt. 

Ob es funktionelle Unterschiede zu den residenten embryonalen Mikroglia gibt, ist 

weitgehend unklar. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass in einem Tiermodell 

der traumatischen Rückenmarksverletzung die mononukleären Phagozyten eine 

antiinflammatorische Rolle spielen und im Gegensatz zu den residenten Mikroglia an 

Reparaturvorgängen beteiligt sind (Shechter et al. 2009).   

Die monozytären Vorläuferzellen dieser knochenmarksabgeleiteten, mikrogliaartigen 

Phagozyten im ZNS in der Maus werden als inflammatorische Monozyten bezeichnet 
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und sind durch folgende Oberflächenproteine charakterisiert: Ly-6Chi, CCR2+, 

CX3CR1low (Mildner et al. 2007). Sie werden ausschließlich im Rahmen von 

entzündlichen Prozessen in periphere Organe rekrutiert. Ihnen gegenüber stehen die 

residenten Monozyten (Ly-6Clow, CCR2-, CX3CR1hi), die zum physiologischen 

Grundumsatz der Gewebemakrophagen wie zum Beispiel der Alveolarmakrophagen 

beitragen (Landsman und Jung 2007). Die genetische Ausschaltung des murinen 

Chemokinrezeptors CCR2 bewirkt, dass die inflammatorischen Monozyten im Blut 

drastisch reduziert sind, da sie das Knochenmark nicht verlassen können (Serbina 

und Pamer 2006). Dadurch hat man ein Werkzeug, das eine Aussage darüber 

ermöglicht, ob die inflammatorischen Monozyten als Vorläuferzellen für die 

mononukleären Phagozyten des ZNS dienen. 

 

1.2.3 Rolle der residenten Mikroglia beim Morbus Alzheimer 

Mikroglia migrieren innerhalb von 1 - 2 Tagen nach Plaqueentstehung zur Plaque und 

sezernieren Chemokine, die zu einer weiteren Rekrutierung von Mikroglia führen 

(Meyer - Luehmann et al. 2008, Rogers und Lue 2001). Die Aktivierung der Mikroglia 

durch Aβ - Plaques ist mit morphologischen Veränderungen verbunden und hat 

sowohl nützliche als auch schädliche Auswirkungen (Weiner und Frenkel 2006).   

Schädigenden Einfluss haben sie durch die zelluläre Reaktion, in deren Rahmen die 

induzierbare NO - Synthetase (iNOS) verstärkt exprimiert wird. Dies geschieht teils 

direkt durch fibrilläres Aβ, teils durch Vermittlung von TNF-α (Weiner und Frenkel 

2006). NO gehört zu den freien Radikalen und löst in Neuronen in vivo und in vitro 

Apoptose aus (Weldon et al. 1998, Combs et al. 2001). Die freigesetzten 

inflammatorischen Zytokine, wie IL-1β und TNF-α, reduzieren zusätzlich die 

phagozytotische Kapazität der Mikroglia (Koenigsknecht - Talboo und Landreth 

2005).   

Zu den nützlichen Eigenschaften der Mikroglia zählt die Fähigkeit Aβ abzubauen. 

Mikroglia verfügen über ein breites Repertoire an Oberflächenrezeptoren für die Aβ -

Phagozytose. Die Fc - und Komplement - Rezeptoren sind abhängig von der 

Antikörper - beziehungsweise Komplementbindung am Aβ. Die Phagozytose durch 

direkte Bindung des fibrillären Aβ geschieht durch TLR2 und TLR4 in Kombination 

mit dem Korezeptor CD14 sowie α6β1-Integrine und Scavenger - Rezeptoren der 

Gruppe A und B (Reed - Geaghan et al. 2009). Die Pinozytose von löslichem Aβ 
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durch Mikroglia ist ebenfalls beschrieben (Mandrekar et al. 2009). Mikroglia 

sezernieren außerdem Proteasen, wie Neprilysin oder Insulysin, die Aβ - Monomere 

zersetzen können (Qiu WQ et al. 1998, Walsh et al. 2002, Meilandt et al. 2009) 

Problematisch ist, dass die Mehrzahl dieser Phagozytose - Experimente nur in vitro 

durchgeführt wurde. In Alzheimertiermodellen konnte hingegen gezeigt werden, dass 

der Aβ - Abbau ineffektiv ist. Eine nahezu komplette Depletion der Mikroglia zeigte in 

einem Kurzzeit - in - vivo - Experiment in einem späten Stadium eines Alzheimer-

tiermodells keinen Einfluss auf Plaquewachstum oder - reduktion (Grathwohl et al. 

2009). Auch auf zellbiologischer Ebene wurde gezeigt, dass eine Degradation von 

phagozytiertem, fibrillärem Aβ nicht erfolgreich ist und zu strukturellem Schaden der 

Lysosomen mit Freisetzung lysosomaler Proteasen ins Zytoplasma und sukzessiver 

proinflammatorischer Reaktion führt (Halle et al. 2008). Eine mögliche Erklärung für 

diese Dysfunktion ist die Hypothese, dass die Mikroglia aufgrund von 

Alterungsvorgängen verstärkt zur proinflammatorischen Reaktion neigen und die 

Phagozytose eingeschränkt ist, was zur Ablagerung von Aβ führt (Luo et al. 2010). 

Allerdings zeigt die Tatsache, dass Mikroglia bei der passiven Aβ - Immunisierung 

Plaques tatsächlich stark in ihrer Größe reduzieren können (Bacskai et al. 2001), 

dass eine effektive Phagozytose nicht grundsätzlich ausgeschlossen ist, sondern 

eher von der Art der Aktivierung abhängig ist (Luo et al. 2010). 

Wann Mikroglia nun protektive oder schädigende Funktion haben, ist unbekannt. Bei 

der Erklärung müssen aber verschiedene Arten der Aktivierung und deren zeitlicher 

Ablauf berücksichtigt werden (Colton 2009). 

 

1.2.4 Rolle der mononukleären Phagozyten beim Morbus Alzheimer  

In verschiedenen Alzheimertiermodellen konnte gezeigt werden, dass hämato-

poietische Zellen ins ZNS rekrutiert werden, zu den Plaques wandern und dort 

mikrogliaartige Morphologie und Oberflächenmerkmale annehmen (Malm et al. 2005, 

Simard et al. 2006). Im Rahmen dieser Versuche wurde allerdings immer mit 

Knochenmarkschimären gearbeitet, wodurch eine Aussage über die physiologische 

Rolle von hämatopoietischen Zellen in Alzheimertiermodellen nicht möglich ist 

(Cameron und Landreth 2010). Wie auch bei anderen ZNS - Pathologien, finden sich 

in den Alzheimertiermodellen eine erhöhte Anzahl hämatopoietischer Zellen im 

Gehirn (Malm et al. 2005, Stalder et al. 2005). Postuliert wurde, dass diese 

hämatopoietischen Zellen einen günstigen Einfluss durch die Phagozytose von Aβ 



1 Einleitung________________________________________________________11 

  

nehmen (Town et al. 2008, Malm et al. 2008, Boissoneault et al. 2008). Erbracht 

wurde der direkte Beweis allerdings erst durch die Depletion der mononukleären 

Phagozyten mit anschließender Zunahme der Plaquezahl und - fläche (Simard et al. 

2006). Im direkten in - vitro - Vergleich von Mikroglia und Makrophagen wurde in 

letzteren ein deutlich niedrigerer lysosomaler pH - Wert festgestellt, was die 

Degradierung von fibrillärem Aβ erleichtert (Majumdar et al. 2007). Wenn es diese 

Makrophagen mit ihrer höheren Aβ - Phagozytosekapazität schaffen, in das Gehirn 

zu gelangen, könnten sie das Aβ effizienter phagozytieren als die endogenen 

Mikroglia und dadurch von therapeutischem Nutzen sein. 
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1.3 Zielsetzung 

Im Rahmen dieser Arbeit sollen folgende Fragen beantwortet werden: 

1. Aus welchen hämatopoietischen Vorläuferzellen entstehen die 

postnatal eingewanderten, mononukleären Gewebemakrophagen im 

Gehirn von APPswe/PS1 - Tieren?  

2. Unter welchen Bedingungen können sie das Blut verlassen und in das  

zentrale Nervensystem einwandern? 

3. Welche Auswirkungen haben die zur Herstellung von Knochenmarks -

chimären benötigte Bestrahlung und die endogenen Mikroglia auf das 

Hirnmilieu und die Alzheimerpathologie? 

4. Kann eine Hirnbestrahlung allein den Aβ - Gehalt beeinflussen? 

5. Wie verändert sich der Aβ - Gehalt in der Abwesenheit rekrutierter 

hämatogener Zellen? 
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2 Materialien und Methoden 
 

2.1 Chemikalien, Enzyme, Antibiotika, Reinigungssysteme und Tiere 
 

 Produkt Hersteller 
Herstellung von 
Knochenmarkschimären 

  

 DMEM Invitrogen, Karlsruhe, D 
 Penicillin  Biochrom, Berlin, D 
 Streptomycin Biochrom, Berlin, D 
 Cotrimoxazol Biochrom, Berlin, D 
   
Durchflusszytometrie   
 PBS Biochrom, Berlin, D 
 FCS Biochrom, Berlin, D 
 EDTA Roth, Karlsruhe, D 
 BD FACSTM lysing solution BD Pharmingen, 

Heidelberg, D 
 BD FACSFlowTM BD Pharmingen, 

Heidelberg, D 
   
qRT-PCR   
 RNAlater Qiagen, Hilden, D 
 RNeasy® Mini Kit Qiagen,Hilden, D 
 Qiashredder Qiagen, Hilden, D 
 β-Mercaptoethanol Sigma, München, D 
 DNase I Roche Diagnostics, 

Mannheim, D 
 DNase Buffer Roche Diagnostics, 

Mannheim, D 
 RNase Inhibitor RNasin® Promega, Madison, USA 
 5x Buffer Invitrogen, Karlsruhe, D 
 dNTP Fermentas St. Leon-Rot, 

D 
 DTT Invitrogen, Karlsruhe, D 
 Reverse Transkriptase 

SuperScriptTM 
Invitrogen, Karlsruhe, D 

 SYBR® Green 
Fluorescein Mix 

Thermo Scientific, 
Hamburg, D 

   
Gefrierschnitte   
 PFA Merck, Darmstadt, D 
 Sucrose Sigma, München, D 
 Tissue - Tek, O.C.T. 

Compound 
Satura Finetek, 
Zoeterwoude, NL 

 FCS Biochrom, Berlin, D 
 Triton X-100 Sigma, München, D 
 DAKO Fluorescence 

Mounting Medium 
DAKO, Hamburg, D 

   

b.schlevogt
Textfeld
2 Materialien und Methoden
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Genotypisierung   
 Isopropanol Applichem, Darmstadt, 

D 
 Proteinase K Roche Diagnostics, 

Mannheim, D 
 TrisHCl Roth, Karlsruhe, D 
 EDTA Roth, Karlsruhe, D 
 NaCl Merck, Darmstadt, D 
 SDS Sigma, München, D 
 Ethanol Merck, Darmstadt, D 
   

 GoTaq Flexi Buffer Promega, Mannheim, D 
 MgCl2 Promega, Mannheim, D 
 dNTP Fermentas St. Leon-Rot, 

D 
 GoTaq Polymerase Promega, Mannheim, D 
   
 Agarose Starlab GmbH, 

Ahrensburg, D 
 Ethidiumbromid Sigma, München, D 
 PBS Biochrom, Berlin, D 
   
verwendete Mausmodelle  Referenz/Hersteller 
B6.Cg-Tg(APPswe,PSEN1dE9) 
85Dbo/J 

APPswe/PS1 The Jackson Laboratory, 
USA  

C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)1Osb/J EGFP ACTβ The Jackson Laboratory, 
USA 

 CCR2-/- Kuziel et al. 1997 
 C57BL/6 Charles River, USA 

 

 

2.2 Das APPswe/PS1-dE9 - Tiermodell des Morbus Alzheimer 
 
In dieser Arbeit wurden doppeltransgene Mäuse verwendet, die sowohl die 

humanisierte Form des APP - Gens mit der schwedischen Mutation (APPswe) als 

auch das Gen für humanes Präsenilin mit der Deletion von Exon 9 tragen (PS1-dE9). 

Bei der schwedischen Mutation handelt es sich um eine 695 - Aminosäuren - lange 

Form des APP, welche sich durch den Austausch zweier Aminosäuren (Lys595
Asn, 

Met596
Leu) auszeichnet. Diese Mutation bewirkt eine vermehrte Entstehung des Aβ 

- Spaltprodukts über die Prozessierung durch die β - Sekretase (Citron et al. 1994). 

Die Mutation im Präsenilin - Gen, dessen Protein Bestandteil des γ - Sekretase - 

Komplexes ist, führt zu einer vermehrten Produktion des stärker pathogenen Aβ42 

(Borchelt et al. 1996, Jankowsky et al. 2004). Diese Mutationen wurden bei Patienten 

entdeckt, die an seltenen, erblichen Varianten des Morbus Alzheimer erkrankt sind 



2 Materialien und Methoden___________________________________________15 

  

und für die ein früher Krankheitsbeginn typisch ist (Mullan et al. 1992). Beide 

Mutationen sind an einem Locus lokalisiert und stehen jeweils unter Kontrolle des 

Maus - Prionprotein - Promoterelements, das die Expression von APPswe/PS1-dE9 in 

allen Zellen reguliert, am höchsten jedoch in Neuronen und Astrozyten (Garcia - 

Alloza et al. 2006). Die Kombination dieser beiden Mutationen verstärkt die Aβ - 

Ablagerung im Gehirn und führt zum erstmaligen Auftreten der Plaques bereits nach 

4 - 6 Monaten und einer zerebralen Amyloidangiopathie ab dem 6. Monat (Garcia - 

Alloza et al. 2006). Ähnlich wie bei dem Morbus Alzheimer finden sich um die 

Plaques herum zahlreiche Mikroglia und Astrozyten mit Zeichen reaktiver 

Veränderungen (Malm et al. 2007, Ruan et al. 2009). An den in der Nähe von 

Plaques gelegenen Neuronen lassen sich in diesem Alzheimertiermodell zahlreiche 

morphologische Veränderungen beobachten. Dies betrifft zum einen eine Reduktion 

der dendritischen Spines und eine veränderte Architektur des Dendritenbaumes, zum 

anderen auch dystrophe bis hin zu unterbrochenen Neuriten, die in Plaquenähe 

variköse Auftreibungen zeigen (Tsai et al. 2004, Spires et al. 2005, Knafo et al. 

2009a, Knafo et al. 2009b). Zusätzlich findet man in ähnlichen Tiermodellen auch 

eine Beeinträchtigung synaptischer Signalübertragung (Stern et al. 2004), wie 

beispielsweise eine neuronale Hyperaktivität selektiv in der Nähe von Plaques 

(Busche et al. 2008) und eine Veränderung astrozytärer Netzwerke (Kuchibhotla et 

al. 2009). In dem Morris Water Maze, einem Modell für visuell - räumliches Lernen 

und Gedächtnis sowie in einem Modell für auditorische Angstkonditionierung konnten 

auch auf Verhaltensebene kognitive Defizite beobachtet werden, die mit denen von 

Alzheimerpatienten vergleichbar sind (Savonenko et al. 2005, Knafo et al. 2009a, 

O’Leary und Brown 2009). 

Trotz dieser vielen Ähnlichkeiten spiegelt dieses hier verwendete Tiermodell nicht 

vollständig die Merkmale des Morbus Alzheimer wider. Die ausgeprägte Atrophie des 

Temporallappens, bedingt durch ein Zugrundegehen von Nervenzellen, fehlt (Oh et 

al. 2009), beziehungsweise konnte nur für einige kleine Hirnregionen gezeigt werden 

(O’Neil et al. 2007). Ein weiterer entscheidender Unterschied ist zudem, dass in 

diesem Tiermodell keine neurofibrillären Tangles gefunden wurden (Duyckaerts et al. 

2008), was (bisher ungeklärte) Fragen hinsichtlich des kausalen Zusammenhangs 

von Aβ - und Tau - Pathologie aufwirft. Dieses Modell eignet sich folglich nur zur 

Untersuchung der β - Amyloidopathie.  
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2.3 Herstellung von Knochenmarkschimären 
 

Das Prinzip: 
Mit dieser Methode ist es möglich, zwischen dem bestrahlungssensitiven, 

hämatopoietischen Kompartiment und dem radioresistenten Kompartiment zu 

unterscheiden. Da es in unserem Fall um das ZNS geht, entspricht das 

radioresistente Kompartiment den residenten Mikroglia, die aufgrund ihrer geringen 

Proliferationsrate durch die Bestrahlung nicht betroffen sind. Unter normalen 

Umständen kann man residente Mikroglia und eingewanderte mononukleäre 

Phagozyten nicht unterschieden, weil sie sich durch ähnliche Oberflächenmerkmale 

auszeichnen. Durch den Austausch des hämatopoietischen Kompartiments mit 

nachverfolgbaren Zellen wird diese Unterscheidung möglich. Voraussetzung für 

diesen Knochenmarkschimärismus ist, dass man eine Knochenmarkstransplantation 

durchführt. Die dafür benötigten hämatopoietischen Stammzellen werden aus dem 

Knochenmark von genetisch markierten Tieren, zusammen mit sämtlichen weiteren 

Entwicklungsstufen hämatopoietischer Zellen, gewonnen und anschließend dem 

Empfänger intravenös injiziert. In unserem Falle wurde dafür eine gentechnisch 

veränderte Mauslinie benutzt, bei der ein EGFP - Protein unter der Kontrolle des β - 

Actin (ACTβ) - Promoters exprimiert wird (im Folgenden als GFP bezeichnet) 

(Ballestrem et al. 1998). Da ACTβ ein Zytoskelettprotein ist, das in fast jeder 

eukaryotischen Zelle des Organismus exprimiert wird, fluoresziert das transgene Tier 

unter Anregung von Licht der Wellenlänge 488 nm grün. Die Donorzellen im 

Empfängertier lassen sich auf diese Weise unter einem Fluoreszenzmikroskop ohne 

eine zusätzliche immunhistochemische Färbung beobachten. 

Die Konditionierung der Tiere erfolgt mit einer letalen Strahlendosis, welche die 

endogenen, hämatopoietischen Zellen deletiert und den neu injizierten, genetisch 

veränderten Stammzellen die Möglichkeit gibt, sich in den entsprechenden 

Knochenmarksnischen anzusiedeln. 

Als Kontrolle werden Mäuse verwendet, die zwar rekonstituiert sind, deren Kopf aber 

von der Bestrahlung ausgenommen wurde (geschützt bestrahlt) sowie Tiere, die 

zwar am ganzen Körper bestrahlt wurden, aber dafür Spenderknochenmark von 

CCR2 - Knockout - Mäusen (CCR2-/-), die mit ACTβ - GFP - Mäusen gekreuzt 

wurden, erhalten haben (Abb. 2). Bei beiden Varianten findet man eine drastische 

Reduktion der ramifizierten, eingewanderten GFP+ - Phagozyten im Gehirn (Mildner 

et al. 2007).  



2 Materialien und Methoden___________________________________________17 

  

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Knochenmarkschimären. Die 
linke Spalte zeigt die ungeschützt bestrahlten Tiere, die rechte Spalte zeigt die kopfgeschützt 
bestrahlten Tiere. Die obere Spalte zeigt die Tiere mit Injektion von Wildtyp - CCR2+/+ - GFP - 
Knochenmark, die untere Spalte zeigt die Tiere mit Injektion von CCR2 - Knockout (CCR2-/-) - 
GFP - Knochenmark. 

 

Da allerdings in den geschützt bestrahlten Tieren aufgrund fehlender Rekonstitution 

in den blutbildenden Schädelknochen niedrigere Chimärismusraten erreicht würden, 

muss die Menge des injizierten ACTβ - GFP - Knochenmarks in den 

ganzkörperbestrahlten Tieren angepasst werden, um vergleichbare Rekonstitutions-

level zu erhalten. Daher enthält bei den ungeschützt bestrahlten Tieren das Donor - 

Knochenmark nur 60 % ACTβ - GFP - Knochenmark und 40 % Wildtyp - 

Knochenmark von C57BL/6 - Tieren im Vergleich zu 100 % ACTβ - GFP - 

Knochenmark in geschützt bestrahlten Tieren. Bei den mit CCR2 - defizientem 

Knochenmark rekonstituierten Tieren wurde eine Reduktion der inflammatorischen 

Monozyten beobachtet. Zum Erreichen gleicher Chimärismuslevel wurde 

kompensatorisch das CCR2+/+ - GFP - Knochenmark ebenfalls mit 40 % Wildtyp - 

Knochenmark gemischt. 

 

Die Durchführung: 

Zur Bestrahlung wurden die etwa 3 Monate alten Tiere mit 100 mg/kg Körpergewicht 

Ketamin und 5 mg/kg Körpergewicht Rompun narkotisiert. Um eine exakte 

Bestrahlung zu gewährleisten, wurden die Tiere in einer speziell angefertigten 
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Plexiglas - Kammer (20 cm x 20 cm x 3 cm) fixiert und mit einem 6 - MeV - Röntgen - 

Varian - Linearbeschleuniger mit einer Dosis von 11 Gy und mit parallelen, 

entgegengesetzten Feldern bestrahlt. Die maximale Dosis wirkte in 1,5 cm Tiefe. Zur 

geschützten Bestrahlung wurde das Bestrahlungsfeld auf 14 cm x 20 cm verkleinert, 

so dass sich der Kopf mit einem Sicherheitsabstand von 0,5 cm der Bestrahlung 

entzog. 

 

Das Knochenmark wurde unter sterilen Bedingungen gewonnen, indem die Femura 

und Tibiae der erwachsenen Tiere gleichen Geschlechts freipräpariert und mit einer 

27G - Kanüle punktiert wurden, um das Knochenmark mit DMEM herausspülen zu 

können. Dem Medium war Penicillin und Streptomycin zur Infektionsprophylaxe 

beigesetzt. Die Zellsuspension wurde mit einem 40 - µm - Sieb filtriert und auf Eis 

gelagert. Mit Hilfe einer Neubauer - Zählkammer wurde die Zellzahl bestimmt. Nach 

einer Zentrifugation mit 1100 rpm bei 4 °C für 7 Minuten wurde der Überstand 

verworfen und die Zellzahl mit DMEM auf 1,6 x 107 Zellen/ml eingestellt. 300 µl der 

Knochenmarkszellsuspension wurden 24 Stunden nach der Bestrahlung mit einer 

30G - Kanüle intravenös in die laterale Schwanzvene injiziert. 

Zur weiteren Infektionsprophylaxe wurde dem Trinkwasser für 10 Tage das 

Antibiotikum Cotrimoxazol, eine Kombinationspräparat aus Trimethoprim und 

Sulfamethoxazol beigefügt. 

 

2.4 Durchflusszytometrie 
 
Das Prinzip: 

Mit dieser Methode, auch Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) genannt, 

werden Zellpopulationen in flüssigen Medien auf ihre Größe, Granularität und 

Oberflächenmerkmale untersucht. Dies geschieht, indem man einzelne Zellen durch 

eine Kapillare saugt und dabei einen Laserstrahl passieren lässt. Dabei wird das 

Licht nach vorne hin gebeugt (forward scatter), was eine Beurteilung der Zellgröße 

erlaubt. Die seitliche Streuung (sideward scatter) hingegen ist ein Maß für die 

Granularität der Zelle. Zusätzlich können auf den Zellen gebundene 

fluoreszenzfarbstoffgekoppelte Antikörper mit Licht der entsprechenden Wellenlänge 

angeregt und das emittierte Licht detektiert werden, was eine Charakterisierung der 

Zelle nach Oberflächenmerkmalen erlaubt. 
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Die Durchführung: 

Das Blut der Mäuse wurde durch eine retroorbitale Punktion gewonnen. Dazu 

wurden die Tiere mit Ketamin und Rompun betäubt und eine heparinisierte 

Glaskapillare (Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, Deutschland) seitlich am 

Augapfel vorbeigeschoben. Etwa 5 Tropfen Blut wurden in einem mit zu einem Viertel 

mit FACS - Puffer gefüllten Röhrchen (BD Falcon) aufgefangen und auf Eis gelagert. 

Anschließend wurden die Röhrchen mit FACS - Puffer (2 % FCS, 2 % EDTA 0,5 M in 

PBS) vollständig aufgefüllt und die Zellen bei 6 °C und 1100 rpm für 7 Minuten 

abzentrifugiert (Eppendorf). Nach Verwerfen des Überstandes wurden die Zellen mit 

0,7 µl fluoreszenzfarbstoffgekoppeltem Antikörper für 25 Minuten bei 4 °C in 

Dunkelheit inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die Erythrozyten mit 

jeweils 0,8 ml BD FACS Lysing Solution für 3 Minuten bei Dunkelheit lysiert. Zum 

Stop der Lyse wurde das Röhrchen komplett mit FACS - Puffer aufgefüllt. Nach 

einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden der Überstand verworfen, verbleibende 

Tropfen abgeklopft und die Zellen schließlich mit 0,3 ml FACS - Puffer resuspendiert. 

Die Messung erfolgte mit dem FACS - Calibur - Zytometer ® (Becton Dickinson, 

Heidelberg, Deutschland). Bei der Benutzung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe war die 

Kompensation mit einfachmarkierten Kontrollfärbungen notwendig, da sich die 

Emissionsspektren der Farbstoffe überschneiden. Zusätzlich wurden unmarkierte 

Proben als Negativkontrollen verwendet. Für die Auswertung der Daten wurde das 

Programm WinMDI 2.9 (Joe Trotter, TRSI, La Jolla, CA, USA) benutzt. 

Zur Beurteilung des Knochenmarkschimärismus war keine Färbung notwendig, da 

alle Donorzellen das ACTβ - GFP exprimieren, welches das Zytometer unter der 

Wellenlänge des Fluoreszenzfarbstoffes FITC erkennt. 

 

Antikörper Klon Isotyp Hersteller 
CD11b M1/70 Ratte IgG2b eBioscience 

CD3 145-2C11 Arm. Hamster IgG1 eBioscience 
Ly-6C AL21 Ratte IgM eBioscience 
B220 RA3-6B2 Ratte IgG2a BD Pharmingen 

Ly-6G 1A8 Ratte IgG2b BD Pharmingen 

Tabelle 1: Bei der Durchflusszytometrie verwendete Fluoreszenzantikörper 
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Fluorochrom Absorptionsmax. Emissionsmax. Anregungswellenlängen 

FITC 495 nm 519 nm 488 nm 

PE 480, 565 nm 578 nm 488, 532 nm 

PerCP 482 nm 678 nm 488, 532 nm 

APC 650 nm 660 nm 595, 633, 635, 647 nm 

Tabelle 2: Eigenschaften der verwendeten Fluorochrome 

 

 

2.5 Genexpressionsanalyse 
 
Das Prinzip: 

Eine Möglichkeit zur Beurteilung der Aktivität von Genen in einzelnen Zellen oder 

Zellverbänden ist die Quantifizierung der mRNA. Da die mRNA intrazellulär vorliegt, 

bedarf es zunächst der Zelllyse. Anschließend muss die mRNA mit speziellen 

Filtersäulen aus dem Lysat isoliert werden, wobei sie vor den allgegenwärtigen 

Enzymen mit RNase - Aktivität geschützt werden muss. Da die mRNA sehr instabil 

ist, wird von ihr eine komplementäre Kopie auf DNA - Basis (cDNA) angefertigt. Dazu 

wird das Enzym Reverse Transkriptase benutzt. Anschließend kann mit 2 

verschiedenen, kurzen DNA - Fragmenten (Primer), die komplementär an die 

Sequenz des zu untersuchenden Gens binden und von der Taq - Polymerase als 

Matrize zur Synthese eines neuen DNA - Strangs genutzt werden, das zu 

untersuchende Gen vervielfältigt werden. In den entstandenen Doppelstrang kann 

ein Fluoreszenzfarbstoff interkalieren. Mit jedem Synthesezyklus entstehen mehr 

Kopien, bis das Fluoreszenzsignal so stark ist, dass es sich vom Hintergrundsignal 

abhebt und einen exponentiellen Verlauf nimmt. Abhängig von der Ausgangsmenge 

der cDNA geschieht dies früher oder später. Diese Anzahl an Zyklen wird mit cycle 

threshold (ct - Wert) angegeben. Diese Methode wird als quantitative Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction (qRT - PCR) bezeichnet. Um verschiedene 

Proben miteinander vergleichen zu können, muss man alle gemessenen Werte auf 

ein Gen beziehen, das in Zellen aus allen Proben gleich stark exprimiert wird, wie 

zum Beispiel das an der Glykolyse beteiligte Enzym Glycerinaldehyd - 3 - phosphat - 

Dehydrogenase (GAPDH). Um auch die Expression verschiedener Gene quantitativ 

miteinander vergleichen zu können, muss zusätzlich noch die Primereffizienz durch 

Verdünnungsreihen von cDNA bestimmt werden (Pfaffl et al. 2001). 
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Die Durchführung: 

Die RNA - Isolierung wurde mittels des RNeasy Kits von der Firma Qiagen 

durchgeführt. Zunächst wurde das zu untersuchende Gewebe in 0,5 ml RNAlater 

(Qiagen) für mindestens 24 Stunden gelagert. Anschließend wog man davon 30 mg 

ab und überführte es zur Lyse in 600 µl RLT - Puffer und 6 µl β - Mercaptoethanol 

und homogenisierte es mit dem Ultra Turrax® (IKA - Group), gefolgt von Qiashredder 

- Säulen (Qiagen). Nach Zentrifugation des Lysats für 3 Minuten bei 10000 rpm 

wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß gegeben und mit 600 µl 70 % 

Ethanol die DNA ausgefällt. Dann gab man die Probe in 2 Schritten in die RNeasy 

spin column und zentrifugierte bei 10000 rpm wobei der Durchfluss jeweils verworfen 

wurde. Nun wurde die Säule noch mit 700 µl RW1 - Puffer und 2 mal mit 500 µl RPE 

- Puffer gewaschen und schließlich ohne Flüssigkeit „trocken“ zentrifugiert. Die 

Eluation der in der Säule gebundenen mRNA erfolgte in 2 Schritten mit jeweils 20 µl 

RNase - freiem Wasser. Das Eluat wurde wegen der Instabilität der mRNA auf Eis 

gelagert und sofort die Reinheit und Konzentration auf spektrophotometrische Weise 

bestimmt. Die Reinheit ergab sich aus dem Absorptionskoeffizienten von A260 zu 

A280 und die Konzentration wurde mit folgender Formel berechnet: Konzentration 

RNA = 44µg/ml x A260 x Verdünnung. Die in Wasser gelöste RNA wurde bei -20 °C 

gelagert. 

Anschließend an die RNA - Isolierung folgte der DNase - Verdau zur Beseitigung von 

Kontaminationen chromosomaler DNA im Eluat. 1 µg RNA wurde hierzu mit 1 µl 

DNase, 1,4 µl DNase - Puffer und 1 µl RNasin dem Reaktionsansatz zugeführt und 

mit Wasser auf 14 µl aufgefüllt und 30 min bei 36 °C inkubiert. Zur Inaktivierung der 

DNase wurde der Ansatz für 10 min bei 70 °C gelagert. 

Jetzt konnte der Schritt der reversen Transkription begonnen werden. Zusätzlich zu 

den 14 µl RNA - Ansatz aus dem DNase - Verdau wurden 8 µl dT Primer, 8 µl 5x 

Puffer, 4 µl dNTP, 4 µl 0,1 M DTT und 2 µl Superscript - Reverse - Transkriptase 

hinzugefügt und dieser Ansatz 1 h bei 36 °C und anschließend zur Hitzeinaktivierung 

der Reversen Transkriptase 15 min bei 95 °C inkubiert. Letzendlich wurde die neu-

synthetisierte cDNA mit 50 µl doppelt destilliertem Wasser (ddH2O) verdünnt und bei 

-20 °C aufbewahrt. 

Der Reaktionsansatz für die qRT - PCR bestand aus folgenden Komponenten:  

9,8 µl ddH2O, 12,5 µl SYBR® green, 0,1 µl Primer forward, 0,1 µl Primer reverse und 

2,5 µl cDNA. Für jede Probe wurden jeweils 3 Ansätze und Negativkontrollen in eine 
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96 - Well - Platte pipettiert, mit einer durchsichtigen Klebefolie verschlossen und in 

den ICycler® (Bio-Rad, München, Deutschland) eingelegt. Nach einem zuvor 

programmierten Ablauf von Temperaturerhöhungen und - absenkungen wurde die 

PCR durchgeführt und am Ende jedes Zyklus die Fluoreszenzintensität gemessen. 

Die Auswertung der ct - Werte erfolgte mit Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA).  

  

 

Gen Primersequenz Hybridisierungs-
temp. [°C]  

GAPDH                         for 
                                      rev 

5’-TCCTGCACCACCAACTGCTTAGCC-3’ 
5’-GTTCAGCTCTGGGATGACCTTGCC-3’ 

58 

CCL3 (MIP1-α)              for 
                                      rev 

5’-CACCACTGCCCTTGCTGTT-3’ 
5’-AGGAGAAGCAGCAGGCAGTC-3’ 

63,8 

CXCL10 (IP-10)             for 
                                      rev 

5’-TGCTGGGTCTGAGTGGGACT-3’ 
5’-CCCTATGGCCCTCATTCTCAC-3’ 

63,8 

IL-1β                              for 
                                      rev 

5’-ACAAGAGCTCGACAGCACCAG-3’ 
5’-ATATGGGTCCGACAGCACCAG-3’ 

58 

Scavenger Receptor A  for 
                                      rev 

5’-TGAACGAGAGGATGCTGACTG-3’ 
5’-GGAGGGGCCATTTTTAGTGC-3’ 

61 

Tabelle 3: Primersequenzen und Hybridisierungstemperaturen für die quantitative Reverse -
Transkriptase - Polymerase - Kettenreaktion 

 

2.6 Enzyme - linked immunosorbent assay (ELISA) 

Das Prinzip: 

Diese Methode dient dem immunologischen Nachweis von Proteinen, aber auch 

anderen niedermolekularen Verbindungen, wie Hormonen. In dieser Arbeit wurde der 

sogenannte Sandwich - ELISA genutzt. Dazu wird eine Platte mit Antikörpern 

beschichtet, die die nachzuweisende Verbindung aus der Probe binden. Nach dem 

Auswaschen der ungebundenen Bestandteile wird ein weiterer Antikörper 

hinzugegeben, der ebenfalls an der nachzuweisenden Verbindung, jedoch an einem 

anderen Epitop bindet. Dieser ist enzymkonjugiert und bewirkt nach Zugabe des 

Substrats eine Farbreaktion, die nach einem Waschschritt photometrisch durch 

Verdünnungsreihen quantifiziert wird.                      

 

Die Durchführung: 

Der ELISA wurde in Kooperation mit Dr. Markus Kummer, Abteilung für Neurologie, 

Rheinische Friedrich - Wilhelms - Universität Bonn, durchgeführt. 
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2.7 Western Blot 

Das Prinzip: 

Diese Methode dient dem immunologischen Nachweis von Proteinen und wird 

deswegen auch Immunoblot genannt. Sie hat gegenüber dem ELISA den Vorteil, 

dass gleichzeitig eine Vielzahl von Proteinen nachgewiesen werden kann. Mittels 

einer Gelelektrophorese wird das Proteinhomogenat gemäß seiner Größe bzw. 

Ladung aufgetrennt. Anschließend werden die Proteinbanden durch ein senkrecht 

zum Gel angelegtes, elektrisches Feld auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. 

Dadurch werden die Proteine, nach vorherigem Blocken der unspezifischen 

Bindungsstellen, dem Nachweis durch spezifische Antikörper zugänglich. Dann 

erfolgt die Bindung von Sekundärantikörpern, die enzymgekoppelt sind und durch 

eine Farbreaktion die gewünschte Proteinbande sichtbar machen.  

 

Die Durchführung: 

Der Western Blot wurde in Kooperation mit Dr. Markus Kummer, Abteilung für 

Neurologie, Rheinische Friedrich - Wilhelms - Universität Bonn, durchgeführt. 

 

 

2.8 Immunfluoreszenz auf Gefrierschnitten 
 
Das Prinzip:  

Die histologische Aufbereitung von Hirngewebe dient der Anfärbung bestimmter 

Proteine, die vielfältige Aussagen über die Identität und Funktion von Zellen, aber 

auch über extrazelluläre Proteinablagerungen erlaubt. Zunächst wird dazu das 

nachzuweisende Protein mit einem Primärantikörper selektiv gebunden und dann mit 

einem Sekundärantikörper, der Fluorochrom - gekoppelt ist und gegen den 

Primärantikörper gerichtet ist, detektierbar gemacht. Unter Vermeidung von 

Kreuzreaktion mehrerer Sekundärantikörper mit Primärantikörpern sind somit auch 

Doppel - und Dreifachfärbungen möglich. Unter Anregung der Fluorochrome mit 

einem Fluoreszenzmikroskop emittieren diese Licht in den Wellenlängenbereichen 

der Farben Rot, Blau und Grün. 
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Die Durchführung: 

Zu Beginn wurde das Tier mit Ketamin und Rompun narkotisiert, fixiert und das Herz 

freipräpariert. In den linken Ventrikel wurde eine Kanüle eingeführt und mit einer 

Rollenpumpe zunächst mit PBS perfundiert. Mit einer Schere wurde dazu der rechte 

Vorhof inzidiert, sodass das Blut aus dem Kreislauf herausgespült werden konnte. 

Anschließend wurde mit gekühlter 4 % PFA - Lösung zur Gewebefixierung 

perfundiert. Dann wurden Schädel und Wirbelsäule freipräpariert und in 4 % PFA in 

einem 50 - ml - Sarstedtröhrchen zur weiteren Fixierung aufbewahrt. Nach 3 Tagen 

wurde das ZNS aus Schädel und Wirbelsäule freipräpariert und zur Entwässerung für 

3 weitere Tage in 30 % Sucrose in bidestilliertem Wasser überführt und bei 4 °C 

gelagert. Anschließend wurde das Gewebe in Abschnitte geteilt, so dass die zu 

untersuchenden Bereiche des ZNS zugänglich wurden. Die Gewebestücke wurden 

nun mit dem Fixierungsgel Tissue - Tek in Plastikdöschen eingebettet und bei -20 °C 

eingefroren. Am Kryostat wurden 20 µm dicke Koronarschnitte angefertigt und auf 

Objektträgern aufgetragen.  

Für die Färbung wurden die Schnitte zunächst mit 10 % FCS und 0,5 % Triton 

geblockt und permeabilisiert. Dann wurde mit dem Primärantikörper (Iba-1 für 

Mikroglia und Makrophagen oder dem Aβ - spezifischen Antikörper 6E10, jeweils 

1:100) bei 4 °C über Nacht inkubiert. Mit dem Cy3 - direktgekoppelten 

Sekundärantikörper (1:200) wurde für 1 Stunde bei Raumtemperatur und 

abschließend noch mit DAPI (1:10000) für 15 Minuten zur Färbung der Zellkerne 

inkubiert.  Für eine Iba-1/Aβ - Doppelfärbung wurde der Aβ - Antikörper 6E10 mit 

einem Cy3 - gekoppelten Sekundärantikörper und Iba-1 mit einem biotinyliertem 

Sekundärantikörper und Pacific - Blue - gekoppeltem Streptavidin inkubiert. 

Eingedeckelt wurde der Schnitt mit dem DAKO Fluorescence Mounting Medium und 

einem Deckgläschen. 

Untersucht wurden die Schnitte mit dem Fluoreszenzmikroskop Olympus BX-51. 

Aufnahmen wurden mit der Kamera Olympus DP71 und dem Bildanalysesoftware 

analySIS  (Soft Imaging System GmbH, Münster, Deutschland) bei 200 - und 400 -

facher Vergrößerung gemacht. Die Quantifizierung der verschiedenen Zellen erfolgte 

manuell und geblindet an mindestens 3 Schnitten/Tier. Bei einigen entscheidenden 

Auszählungen wurden die erhobenen Daten durch einen zusätzlichen, unabhängigen 

Wissenschaftler bestätigt. 
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2.9 Genotypisierung 

Das Prinzip: 

Diese Methode dient dem Nachweis von spezifischen Gensequenzen, wie er bei der 

Zucht von gentechnisch veränderten Tieren zur Bestimmung des Genotyps 

gebraucht wird. Zunächst wird aus einer Gewebebiopsie die DNA isoliert und es 

werden 2 komplementäre Oligonukleotide (Primer), die vor und hinter der DNA -

Zielsequenz binden, hinzugegeben. An die Bindungsstellen zwischen Primern und 

homologer, chromosomaler DNA beginnt die Taq - Polymerase unter Zugabe von 

Nukleotiden, einen neuen, zur Zielsequenz komplementären DNA - Strang zu 

synthetisieren. Dadurch ist eine exponentielle Vervielfältigung der DNA - Zielsequenz 

möglich (Polymerasekettenreaktion). Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der 

DNA erfolgt die bildliche Darstellung des mit Ethidiumbromid gefärbten DNA - 

Amplifikats unter UV - Licht.  

 

Die Durchführung: 

Zunächst wurde ein 2 mm langes Ende eines Mäuseschwanzes über Nacht in 500 µl 

Lysepuffer (100 mM TrisHCl, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 0,2 % SDS) und 12 µl 

Proteinase K zum Proteinverdau bei 56 °C inkubiert. Nach einem 

Zentrifugationsschritt wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt 

und die DNA durch Zugabe von 500 µl 100 % Isopropanol ausgefällt. Nach weiterem 

Zentrifugieren wurde der Überstand verworfen und die im Pellet enthaltene DNA mit 

500 µl 70 % Ethanol gewaschen. Nach einem letzten Zentrifugationsschritt wurde der 

Überstand verworfen, das Pellet getrocknet und in 200 µl ddH2O resuspendiert. 

Der Reaktionsansatz setzte sich aus 2 µl der isolierten DNA, der DNA - Polymerase 

GoTaq 0,2 µl, den beiden Primern mit jeweils 0,5 µl (Konzentration 50 pmol/µl), dNTP 

5 µl, MgCl2 1,5 µl, GoTaq Flexi Buffer 5 µl und H20 10,3 µl zusammen. Das Amplifikat 

wurde auf ein Gel, gegossen aus 120 ml TAE - Puffer, 1,5 g Agarose und 6 µl 

Ethidiumbromid aufgetragen und für 40 Minuten bei 110 V laufen gelassen. Die UV -

Belichtung und Dokumentation der Gelelektrophorese erfolgte mit ChemiDoc (Bio -

Rad, München, Deutschland). 
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Gen Primersequenz Hybridisierungs-
temp. [°C]  

CCR2-/-                       for 
Neomycinkassette    rev  

5‘- TTG TCA AGA CCG ACC TGT CCG GT -3‘ 
5‘- GAC GAG ATC ATC GCC GTC GGG CA -3‘ 

60 

Tabelle 4: Primersequenzen und Hybridisierungstemperaturen für die Genotypisierungs - 
Polymerase - Kettenreaktion 

 

2.10 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft® Office Excel 2002 

(Microsoft Corporation, Redmond, USA). Statistische Unterschiede wurden durch 

einen ungepaarten Student T - Test geprüft. Ein Signifikanzniveau von p < 0,05 

wurde mit einem Sternsymbol (*) gekennzeichnet. 
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3 Experimente und Ergebnisse 

3.1 Versuchsdesign  

Für die vorliegende Arbeit wurden folgende Knochenmarkschimären hergestellt (vgl. 

Abb. 2): 

CCR2-/- - GFP - Knochenmark        ungeschützt bestrahlt, APPswe/PS1 (n = 4) 

 CCR2+/+ - GFP - Knochenmark       ungeschützt bestrahlt, APPswe/PS1 (n = 3) 

 

           CCR+/+ - GFP - Knochenmark        ungeschützt bestrahlt, APPswe/PS1 (n = 6) 

           CCR+/+ - GFP - Knochenmark        geschützt bestrahlt, APPswe/PS1 (n = 6) 

 

Die Knochenmarksrekonstitution erfolgte im Alter von 3 Monaten und die Analyse der 

Gehirne nach 10 Monaten (Abb. 3). 

 

Abbildung 3: Zeitlicher Ablauf der Knochenmarksrekonstitution der APPswe/PS1 - Tiere mit 
Zeitpunkt von Geburt, Knochenmarksrekonstitution und Analyse. 

 
Das Gehirn wurde durch Koronarschnitte zerteilt, um Gewebe für die 

Immunfluoreszenz, qRT - PCR, ELISA und Western Blot zu gewinnen (Abb. 4). 

 

 

Abbildung 4: Aufteilung des Hirngewebes von 10 Monate alten APPswe/PS1 - Chimären für 
Immunfluoreszenz - Gefrierschnitte, qRT - PCR, ELISA und Western Blot. 
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3.2 Ly-6Chi - Monozyten sind die Vorläuferzellen der mononukleären     

      Phagozyten im APPswe/PS1 - Gehirn 

 

3.2.1 Massive Reduktion der Ly-6Chi - Monozyten bei CCR2 -   

         defizientem Knochenmark 

Der Chemokinrezeptor CCR2 wird auf Knochenmarkszellen benötigt, damit die 

inflammatorischen Monozyten das Knochenmark verlassen und in die Blutzirkulation 

eintreten können (Serbina und Pamer 2006). Aus diesem Grund sind CCR2 -

defiziente Tiere durch eine starke Reduktion von im Blut zirkulierenden Ly-6Chi -

Monozyten gekennzeichnet (Serbina und Pamer 2006). Wie erwartet, ließ sich in 

unseren mit  CCR2-/- - GFP - Knochenmark rekonstituierten APPswe/PS1 -  Tieren eine 

selektive und signifikante Reduktion der Ly-6Chi - Monozyten feststellen, während die 

Tiere mit CCR2+/+ - GFP - Knochenmark keine Erniedrigung dieser Zellen aufwiesen 

(Abb. 5). Im Gegensatz zu CCR2 - exprimierenden Ly-6Chi - Monozyten migrieren 

die Ly-6Clow - Monozyten CCR2 - unabhängig aus dem Knochenmark. Diese 

Zellpopulation kann daher als Referenzpopulation verwendet werden, um den 

Gesamtchimärismus zu beurteilen. Wie in Abbildung 5 gezeigt, konnten in den mit 

CCR2+/+ - oder CCR2-/- - Knochenmark transplantierten Tieren keine signifikanten 

Unterschiede in der Anzahl dieser Zellen beobachtet werden. 

 

 

Abbildung 5: Die Blut - FACS - Analyse 7 Monate nach Knochenmarkstransfer bei 
APPswe/PS1 - Tieren zeigte eine signifikante Reduktion der Ly-6Chi - CD11b+ - SSClow - 
Monozyten in CCR2-/- - GFP  APPswe/PS1 - Chimären verglichen mit CCR2+/+ - GFP  
APPswe/PS1 - Chimären. Repräsentative Dot Blots beider Gruppen (links).  Prozentuale Anteile 
der GFP+ - CD11b+ - Ly-6Chi - Monozyten beider Gruppen (rechts). SSC: side scatter, 
Mittelwerte ± Standardabweichung, * : statistische Signifikanz p < 0,05 
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3.2.2 Ly-6Chi - Monozyten migrieren in APPswe/PS1 - Gehirne  

Durch eine Knochenmarksrekonstitution mit genetisch unterschiedlichem Donor wird 

die Unterscheidung zwischen residenten Mikroglia und eingewanderten, aus dem 

transplantierten Knochenmark stammenden, mononukleären Phagozyten möglich. 7 

Monate nach dem Knochmarkstransfer untersuchten wir das Gehirn der APPswe/PS1 - 

Tiere histologisch. In einer Doppelfärbung für Aβ, einem Indikator für pathologische 

Aβ - Plaque - Ablagerungen und Iba-1, einem Marker für Mikroglia und 

Makrophagen, fanden wir zahlreiche parenchymale Zellen mit mikrogliaartiger 

Ramifizierung, die positiv für Iba-1 und GFP waren. Diese Zellen befanden sich teils 

in unmittelbarer Nähe der, bei 10 Monate alten Tieren, deutlich sichtbaren 

Amyloidplaques, teils aber auch im Gewebe zwischen den Plaques (Abb. 6).  

 

 

Abbildung 6: Immunhistochemische Untersuchung von Gehirnen der APPswe/PS1 - Chimären. 
In der Fluoreszenzmikroskopie zeigten sich in den CCR2+/+ - GFP  APPswe/PS1 - Chimären 
im Hippocampus zahlreiche ramifizierte GFP+ - Zellen (links), welche drastisch reduziert in 
den CCR2-/- - GFP  APPswe/PS1-Gehirnen waren (rechts). Iba-1 (blau). Aβ (rot). Einige Iba-1 - 
reaktive Phagozyten stammten vom Donor (GFP, grün), die übrigen stellten residente 
Mikroglia (Iba-1+, GFP-) dar. Das Detailbild zeigt Amyloidplaques sowie plaqueassoziierte 
Mikroglia und mononukleäre GFP+ - Phagozyten. Übersichtsbild Balken: 100 µm. Detailbild 
Balken: 50 µm. 

 

Im Gegensatz dazu waren diese Zellen in der mit CCR2-/- - Knochenmark 

rekonstituierten Gruppe im Kortex und Hippocampus drastisch reduziert (Kortex: 2,3 

± 1,6 GFP+ - Zellen/mm², Hippocampus 6,2 ± 11,5 GFP+ - Zellen/mm² versus Kortex 

53,2 ± 7,9 GFP+ - Zellen/mm², Hippocampus 45,8 ± 9,1 GFP+ - Zellen/mm² in 

CCR2+/+ - Chimären, Kortex: p = 0,00005, Hippocampus p = 0,0045) (Abb. 7A). Dies 

zeigt, dass die Anwesenheit von Ly-6Chi - Monozyten im Blut für die Einwanderung 

der  mononukleären Phagozyten in das Gehirn von APPswe/PS1 - Tieren nötig ist. In 
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der mit CCR2+/+ - Knochenmark rekonstituierten Gruppe waren 50 ± 6 % der Plaques 

im Kortex und 46 ± 8 % im Hippocampus mit mononukleären Phagozyten assoziiert. 

In den Tieren mit CCR2 - defizientem Knochenmark waren es dagegen nur 5 ± 4 % 

im Kortex und 17 ± 10 % im Hippocampus (Abb. 7B). 

 

 

Abbildung 7: Semiquantitative Analyse der in den Kortex und Hippocampus rekrutierten 
mononukleären Phagozyten (GFP+ - Iba-1+ - Zellen). A: Reduktion der mononukleären 
Phagozyten/mm² in CCR2-/- - GFP  APPswe/PS1 - Chimären verglichen mit CCR2+/+ - GFP  
APPswe/PS1 - Chimären. Mittelwerte ± Standardabweichung, * : statistische Signifikanz p < 
0,05. B: Prozentualer Anteil der Amyloidplaques mit assoziierten mononukleären Phagozyten 
in APPswe/PS1 - Chimären. 

 

3.3 Die Einwanderung von Ly-6Chi - Monozyten ins ZNS ist abhängig von    

       der Gewebekonditionierung 

 

3.3.1 Stabiler Chimärismus in den Chimären 

Nachdem die Ly-6Chi - CCR2+ -  Monozyten als Vorläuferpopulation der 

mononukleären Phagozyten im APPswe/PS1 - Gehirn identifiziert wurden, wurde mit 

ganzkörperbestrahlten (ungeschützt) und kopfgeschützt bestrahlten Knochenmarks-

chimären überprüft, ob die Gewebekonditionierung durch Bestrahlung eine 

notwendige Bedingung für die Rekrutierung mononukleärer Phagozyten in das 

Gehirn von APPswe/PS1 - Tieren ist. Wie Mildner und Kollegen zeigen konnten, bedarf 

es unter physiologischen Bedingungen der Bestrahlung, damit mononukleäre 

Phagozyten in das Gehirn einwandern können (Mildner et al. 2007). Ob dies auch 

unter pathologischen Bedingungen in einem Tiermodell einer neurodegenerativen 

Erkrankung ähnlich ist, wurde bislang nicht untersucht. Möglich wäre auch, dass eine 

Störung der Bluthirnschranke, wie sie bei Alzheimerpatienten beschrieben wurde 
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(Algotsson und Winblad 2007), ausreicht, um mononukleäre Phagozyten in das 

Gehirn einwandern zu lassen. Um die geschützt und ungeschützt bestrahlten Tiere 

vergleichen zu können, ist ein ähnlich hoher Chimärismus in beiden Gruppen 

Voraussetzung. In der Durchflusszytometrie wurde Blut 1 und 7 Monate nach der 

Knochenmarkstransplantation untersucht. Hier zeigte sich nach 1 Monat in der 

geschützt bestrahlten Gruppe lediglich eine geringe Verminderung sowohl der Ly-

6Chi - als auch der Ly-6Clow - Monozyten, die keine Signifikanz aufwies (Abb. 8).  

 

 

Abbildung 8: Die FACS - Analyse von Blut 1 Monat nach Knochenmarkstransfer bei 
APPswe/PS1 - Tieren zeigte keine signifikanten Unterschiede der Ly-6Chi - CD11b+ - SSClow - 
und Ly-6Clow - CD11b+ - SSClow - Monozyten in ungeschützt und geschützt bestrahlten 
APPswe/PS1 - Chimären. Repräsentative Dot Blots beider Gruppen (links). Prozentuale Anteile 
der GFP+ - CD11b+ - Ly-6Chi - und Ly-6Clow - Monozyten beider Gruppen (rechts). SSC: side 
scatter, Mittelwerte ± Standardabweichung, * : statistische Signifikanz p < 0,05. 

 

Nach 7 Monaten, kurz vor der Analyse der Mäuse, wurde der Gesamtchimärismus, 

sowie der Anteil der vom Donor stammenden CD4+ - T-Helferzellen, der B220+ - B-

Zellen, der CD11b+ - SSChi - Ly-6Chi - Granulozyten und der CD11b+ - SSClow - Ly-

6Chi inflammatorischen Monozyten bestimmt, um einen stabilen Chimärismus aller 

Blutzellen zu überprüfen. Dabei wurde bei den 4 genannten Blutzellpopulationen eine 

signifikante Reduktion der GFP+ - Zellen festgestellt; die Unterschiede im 

Chimärismus sämtlicher Blutzellen waren mit p = 0,057 jedoch nicht signifikant (Abb. 

9). Dies erklärt sich durch den fehlenden Austausch des im Schädelknochen 

lokalisierten Knochenmarks im Zuge der geschützen Bestrahlung. 

 

 



3 Experimente und Ergebnisse_________________________________________32 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Die Blut - FACS - Analyse 7 Monate nach Knochenmarkstransfer bei 
ungeschützt und geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Tieren zeigte signifikante Unterschiede im 
Chimärismus von verschiedenen Blutzellen, jedoch nicht im Gesamtchimärismus sämtlicher  
Blutzellen.  

 

3.3.2 Die Einwanderung von Ly-6Chi - Monozyten ins ZNS bedarf   

          vorheriger Bestrahlung 

Im Alter von 10 Monaten, also 7 Monate nach der Knochenmarkstransplantation, 

wurden die Mäuse getötet und das ZNS anschließend histologisch untersucht. In 

einer Färbung für Iba-1, Aβ und Zellkerne (DAPI) wurde festgestellt, dass sich nur im 

Kortex und Hippocampus von ungeschützt bestrahlten Tieren ramifizierte GFP+ - Iba-

1+ - Zellen befanden. Diese Zellen waren teilweise in unmittelbarer Nähe der 

Amyloidplaques im Kortex und Hippocampus lokalisiert. Die GFP+ - Iba-1+ - Zellen 

wiesen dabei eine reaktive Morphologie auf, wobei die zur Plaqueseite der Zelle 

gelegenen Fortsätze auf das Zentrum der Plaque gerichtet waren, ohne dieses 

jedoch zu erreichen (Abb. 10A). Im Gegensatz dazu waren die entsprechenden 

Hirnregionen der geschützt bestrahlten Tiere komplett frei von parenchymalen, aus 

dem Knochenmark stammenden GFP+ - Zellen (Abb. 10B). Das Rückenmark in den 

gleichen Tieren war als einzige Region des ZNS in beiden Gruppen der Bestrahlung 

ausgesetzt und diente daher als interne Kontrolle. Die histologische Quantifizierung 
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der ramifizierten GFP+ - Iba-1+ - Zellen in Rückenmarksquerschnitten ergab keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Chimärengruppen 

hinsichtlich der Zellzahl (Abb. 10C). Dies zeigt, dass eine Rekrutierung 

mononukleärer Phagozyten nur in den Regionen erfolgte, die einer vorherigen 

Bestrahlung unterlaufen waren. Des Weiteren beweisen diese Experimente, dass die 

Schädigung der Bluthirnschranke durch die Alzheimerpathologie nicht ausreichte, um 

die Translokation von peripheren Monozyten aus dem Blut ins ZNS zu bewirken.  

 

 

Abbildung 10: Mononukleäre Phagozyten wurden nur nach vorheriger Bestrahlung in Kortex 
und Hippocampus der APPswe/PS1 - Chimären rekrutiert. A: Die Immunhistochemische 
Untersuchung zeigte plaqueassoziierte mononukleäre Phagozyten (GFP+ - Iba-1+ - Zellen) 
nur in ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären. Kortex (links): residente Mikroglia 
(GFP- Iba-1+) (blau), Aβ (rot), mononukleäre GFP+ - Phagozyten (grün). Hippocampus 
(rechts): residente Mikroglia (rot), DAPI - Zellkernfärbung (blau), mononukleäre GFP+ - 
Phagozyten (grün). Balken: 30 µm. B: Semiquantitative Analyse der mononukleären 
Phagozyten (GFP+  - Iba-1+ - Zellen) pro mm² in Kortex und Hippocampus von ungeschützt 
und geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären. Die geschützt bestrahlten Tiere waren 
völlig frei von mononukleären GFP+ - Phagozyten, n.d.: nicht detektierbar. C: Die 
Quantifizierung von mononukleären GFP+ - Phagozyten pro mm² im Rückenmark von 
geschützt und ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären zeigte keine signifikanten 
Unterschiede. Mittelwerte ± Standardabweichung. 
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3.3.3 Schwache Assoziation von mononukleären Phagozyten mit   

         Amyloidplaques 

In der histologischen Quantifizierung zeigte sich, dass im Kortex nur 24 ± 4 % aller 

Plaques mit mononukleären GFP+ - Phagozyten assoziiert waren (Abb. 11A).  Im 

Hippocampus war dieser Anteil mit 17 ± 10 % geringer und variabler (Abb. 11A). Um 

beurteilen zu können, ob die mononukleären Phagozyten gezielt zu den Plaques 

rekrutiert werden, wurde weiterhin der Prozentsatz der GFP+ - Zellen mit 

Plaqueassoziation bestimmt. Demnach waren im Kortex nur 28 ± 7 % und im 

Hippocampus 10 ± 9 % der GFP+ - Zellen plaqueassoziiert (Abb. 11B). Ein Großteil 

der mononukleären Phagozyten war demnach parenchymal lokalisiert und wurde 

nicht durch die Aβ - Ablagerungen beeinflusst. Auffällig war zudem, dass die 

mononukleären Phagozyten nicht gleichmäßig über das Gehirngewebe verteilt 

waren, sondern immer in Gruppen auftraten, zwischen denen es Bereiche gab, die 

völlig frei von diesen Zellen waren. Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass nur 

ein geringer Anteil der mononukleären GFP+ - Phagozyten an die Plaques rekrutiert 

wurde.   

 

 

 

Abbildung 11: Schwache Plaqueassoziation von mononukleären GFP+ - Phagozyten in 
ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären. A: Prozentualer Anteil der Amyloidplaques mit 
assoziierten mononukleären Phagozyten in Kortex und Hippocampus. B: Prozentualer Anteil 
der mononukleären GFP+ - Phagozyten in Kortex und Hippocampus mit Plaqueassoziation. 
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3.4 Die Gewebekonditionierung verändert das Hirnmilieu 

 

3.4.1 Veränderungen des zellulären Netzwerks und Reduktion der   

         Mikroglia infolge der Bestrahlung 

Wie bereits gezeigt werden konnte, hat die Bestrahlung vielfältige Auswirkungen auf 

das ZNS (Kalm et al. 2009a, Kalm et al. 2009b). So kann es durch die Bestrahlung 

zu einer Aktivierung von Mikroglia kommen (Mildner et al. 2007), was bei der 

Untersuchung der Rolle mononukleärer Phagozyten im Rahmen der 

Alzheimerpathologie berücksichtigt werden muss.  

 

 

Abbildung 12: Morphologische Veränderungen des Mikroglianetzwerks in ungeschützt 
bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären. A: Die Immunhistochemische Untersuchung von Iba-1+ - 
Mikroglia im Kortex von ungeschützt (links) und geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären 
(rechts). Obere Reihe: Iba-1 (weiß), untere Reihe: Iba-1 (blau), GFP (grün), Aβ (rot). 
Eingewanderte, mononukleäre GFP+ -  Phagozyten, die zum Teil mit Amyloidplaques 
assoziiert waren, fanden sich nur in ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären (links). 
Balken: 50 µm. 

 

Deswegen wurde zunächst anhand einer Doppelfärbung für Iba-1 und Aβ das 

zelluläre, Iba-1+ - Netzwerk in den ungeschützt und geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - 

Chimären verglichen. Hierunter fielen in den geschützt bestrahlten Tieren lediglich 
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residente Iba-1+ - Mikroglia, in den ungeschützt bestrahlten Tieren kamen zudem die 

mononukleären Iba-1+ - GFP+ - Phagozyten hinzu. In den geschützt bestrahlten 

Tieren waren die endogenen Iba-1+ - Zellen gleichmäßig im Hirnparenchym verteilt. 

Sie zeigten eine enge Assoziation mit den Plaques, was mit einer massiven reaktiven 

Veränderung verbunden war (Abb. 12 rechts). In den ungeschützt bestrahlten Tieren 

hingegen war das Netz der Fortsätze deutlich weniger dicht. Zudem zeigten die 

plaqueassoziierten Zellen eine amöboide Morphologie und nur wenige in das 

Plaquezentrum reichende Fortsätze (Abb. 12 links). Um die Unterschiede im 

zellulären Netzwerk besser verstehen zu können, wurden die Iba-1+ - Mikroglia 

quantifiziert. Dies ergab eine signifikante Reduktion der Mikroglia in den ungeschützt 

bestrahlten Tieren von 94 ± 7 Iba-1+ - Zellen/mm² (Kortex) und 110 ± 9 Iba-1+ - 

Zellen/mm² (Hippocampus) versus 205 ± 21 Iba-1+ - Zellen/mm² (Kortex) und 219 ± 

20 Iba-1+ - Zellen/mm² (Hippocampus) in geschützt bestrahlten Tieren (Abb. 13).  

 

 

Abbildung 13: Reduktion der Iba-1+ - Mikroglia in ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - 
Chimären. Iba-1+ - Mikroglia/mm² im Kortex und Hippocampus von ungeschützt und 
geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären. Mittelwerte ± Standardabweichung, * : 
statistische Signifikanz p < 0,05. 
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3.4.2 Unterschiede in der Reaktion der Mikroglia auf Amyloidplaques 

Um die zelluläre Reaktion an den Amyloidplaques näher zu untersuchen, wurde in 

beiden Gruppen die Anzahl der plaqueassoziierten Iba-1+ - Zellen in Abhängigkeit zur 

Plaquegröße (0 - 999 µm², 1000 - 2999 µm², > 2999 µm²) erhoben. In allen 3 

Gruppen zeigte sich in den geschützt bestrahlten Tieren eine signifikant erhöhte 

Anzahl plaqueassoziierter Zellen im Kortex (0 - 999 µm²: 3,5 ± 0,6 Iba-1+ - Mikroglia/ 

Plaque in geschützt bestrahlten Tieren, 1,5 ± 0,1 Iba-1+ - Mikroglia/Plaque in 

ungeschützt bestrahlten Tieren,   1000 - 2999 µm²: 6,5 ± 1,9 Iba-1+  - Mikroglia/ 

Plaque in geschützt bestrahlten Tieren, 2,1 ± 0,7 Iba-1+ - Mikroglia/Plaque in 

ungeschützt bestrahlten Tieren, > 2999 µm²: 7,3 ± 1,5 Iba-1+ - Mikroglia/Plaque in 

geschützt bestrahlten Tieren, 2,6 ± 0,4 Iba-1+ - Mikroglia/Plaque in ungeschützt 

bestrahlten Tieren) (Abb. 14).  

 

 

Abbildung 14: Reduktion der plaqueassoziierten Mikroglia in ungeschützt bestrahlten 
APPswe/PS1 - Chimären. Quantifizierung der Iba-1+ - Zellen/Amyloidplaque in Abhängigkeit von 
verschiedenen Plaquegrößen in ungeschützt bestrahlten verglichen mit geschützt 
bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären. Mittelwerte ± Standardabweichung, * : statistische 
Signifikanz p < 0,05. 
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Abbildung 15: Morphologische Veränderungen der plaqueassoziierten Mikroglia in 
ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären. Im Vergleich zu plaqueassoziierten Mikroglia 
in geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären (oben) sind die Mikroglia in ungeschützt 
bestrahlten Tieren von amöboider Morphologie und weniger eng um den Plaque angeordnet 
(unten). Iba-1 (rot), DAPI - Kernfärbung (blau), Schwarz - Weiß - Aufnahme: Iba-1 (weiß). 
Pfeile zeigen das Plaquezentrum. 
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Die Untersuchung der plaqueassoziierten Zellen im Detail bestätigte die zu Abbildung 

12 formulierte Aussage. Im geschützt bestrahlten Gehirn waren die mikroglialen 

Fortsätze auf das Zentrum gerichtet, wo sie miteinander verschmolzen, sodass keine 

einzelnen Fortsätze mehr erkennbar waren. In dem ungeschützt bestrahlten Gehirn 

hingegen war die Ausrichtung der Fortsätze auf das Plaquezentrum deutlich 

schwächer ausgeprägt und die Zellen waren eher von amöboider Morphologie (Abb. 

15).  

3.4.3 Veränderungen der Mikrogliamorphologie 

Um festzustellen, ob die morphologischen Veränderungen der Iba-1+ - Zellen in den 

ungeschützt bestrahlten Tieren nur auf die plaqueassoziierten Zellen beschränkt 

sind, wurden ebenfalls die Iba-1+ - Zellen abseits der Plaques untersucht. Hierbei 

zeigten sich morphologische Unterschiede im Sinne einer Aktivierung. 18,9 ± 2,4 % 

der Iba-1+ - Zellen im Kortex und 23 ± 4,1 % im Hippocampus von ungeschützt 

bestrahlten Tieren wiesen einen polygonalen Zellkern mit verdickten Fortsätzen auf, 

die entlang einer Längsachse ausgerichtet waren (Abb. 16, Abb. 17). Außerdem 

hatten diese Zellen auf ihren Fortsätzen zahlreiche feine Ausläufer, die in den 

geschützt bestrahlten Tieren nicht beobachtbar waren (Abb. 17 unten). 

Demgegenüber standen in beiden Gruppen die normalen, nicht - aktivierten Mikroglia 

mit ihren runden bis ovalen Zellkernen und den radiär angeordneten, fein 

verzweigten Fortsätzen (Abb. 17 oben). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Abbildung 16: Prozentualer Anteil der nicht - plaqueassoziierten Mikroglia in Kortex und 
Hippocampus mit morphologischen Veränderungen in APPswe/PS1 - Chimären. Im Gegensatz 
zu ungeschützt bestrahlten Tieren traten in geschützt bestrahlten Tieren keine Mikroglia mit 
morphologischen Veränderungen auf. Mittelwerte ± Standardabweichung, n.d.: nicht 
detektierbar. 
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Abbildung 17: Morphologische Veränderungen der nicht - plaqueassoziierten Mikroglia in 
ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären. Im Vergleich zu Mikroglia in geschützt 
bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären (oben) hatten die Mikroglia in ungeschützt bestrahlten 
Tieren teilweise größere Zellkörper sowie weniger und dickere Fortsätze, die durch feine 
Ausläufer charakterisiert sind (unten). Iba-1 (rot), DAPI - Kernfärbung (blau), Schwarz - Weiß 
- Aufnahme: Iba-1 (weiß). 
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Um die Ursache und den Zeitpunkt der morphologischen Veränderungen näher zu 

ergründen, wurden die mononukleären GFP+ - Phagozyten im Kortex auf dieselben 

morphologischen Veränderungen wie bei den residenten Mikroglia untersucht. 52 ± 

7,5 % der mononukleären GFP+ - Phagozyten wiesen ebenfalls die weiter oben in 

diesem Absatz beschriebenen morphologischen Veränderungen auf (Abb. 18).  

 

 

Abbildung 18: Die mononukleären GFP+ - Phagozyten in ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 

- Chimären zeigten die gleichen morphologischen Veränderungen wie die residenten 
Mikroglia (s. Abb. 17). Immunhistochemische Darstellung der mononukleären GFP+ - 
Phagozyten mit veränderter Morphologie (links). Iba-1 (rot), DAPI - Kernfärbung (blau), GFP 
(grün). Die feinen Ausläufer auf den Fortsätzen werden besonders deutlich in der invertierten 
Schwarz - Weiß - Darstellung der Iba-1 - Färbung (Mitte). Prozentualer Anteil der 
mononukleären GFP+ -  Phagozyten mit veränderter Morphologie (rechts). 

 

3.4.4 Veränderungen der Genexpression 

Es ist bekannt, dass die Bestrahlung des ZNS eine starke Regulation der 

Genexpression nach sich zieht (Mahmoud - Ahmed et al. 2006). Zur Untersuchung 

solcher Veränderungen in unseren Knochenmarkschimären führten wir quantitative 

Reverse - Transkriptase - PCRs mit Hirnhomogenaten von ungeschützt und 

geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären
 

durch. Um bestrahlungs - von 

alzheimerbedingten Veränderungen abgrenzen zu können, wurden auch nicht - 

rekonstituierte und rekonstituierte (= ungeschützt bestrahlte) Wildtypkontrollen 

hinzugenommen.  

Chemokine spielen eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung myeloischer Zellen zu 

ZNS - Pathologien und sind beim Morbus Alzheimer und seinen Tiermodellen in 

erhöhter Konzentration im Hirn nachweisbar (Akiyama et al. 2000). Die untersuchten 
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Chemokine CCL3 und CXCL10 wiesen in den geschützt bestrahlten Tieren eine 

signifikant erhöhte Induktion der entsprechenden mRNA gegenüber der ungeschützt 

bestrahlten Tiere auf (CCL3: APPswe/PS1 geschützt versus ungeschützt bestrahlt: 5,33 

± 0,19 vs. 3,02 ± 0,1. CXCL10: APPswe/PS1 geschützt vs. ungeschützt bestrahlt: 3,29 ± 

0,32 vs. 1,66 ± 0,2) (Abb. 19 A, B). In bestrahlten Wildtyptieren sowie in transgenen 

Alzheimertiermodellen konnte keine Induktion der CXCL10 - mRNA nachgewiesen 

werden. Beim CCL3 führte die Bestrahlung der Wildtypen nicht zu einer 

Hochregulation der entsprechenden mRNA, jedoch war das Vorliegen der 

Alzheimerpathologie mit einer Induktion der mRNA verbunden (APPswe/PS1 

ungeschützt bestrahlt vs. Wildtyp ungeschützt bestrahlt: CCL3: 3,02 ± 0,1 vs. 1,17 ± 

0,07).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19: Veränderte Genexpression von Zytokinen und Chemokinen in ungeschützt 
bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären. Quantitative Reverse - Transkriptase - PCR von CCL3 -, 
CXCL10 -, IL-1β - und Scavenger Receptor A - mRNA - Expression in ungeschützt und 
geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären und Wildtypkontrollen. Relative Erhöhung der 
Expression verglichen mit der Expression von GAPDH. Mittelwerte ± Standardabweichung, * 
: statistische Signifikanz p < 0,05. 
 

Der vorwiegend auf Mikroglia exprimierte Scavenger Receptor A spielt eine wichtige 

Rolle bei der Phagozytose von Aβ (Paresce et al. 1996). Die mRNA des Scavenger 

Receptors A war in den ungeschützt bestrahlten Tieren im Bezug auf die geschützt 
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bestrahlten Tiere signifikant erhöht (APPswe/PS1 ungeschützt vs. geschützt bestrahlt: 

4,64 ± 0,46 vs. 2,22 ± 0,97) (Abb. 19 D). Es handelte sich dabei um einen reinen 

Bestrahlungseffekt, weil sich eine ähnliche Erhöhung der mRNA auch in ungeschützt 

bestrahlten gegenüber nicht - bestrahlten Wildtypen zeigte (Wildtyp ungeschützt vs. 

nicht - bestrahlt: 3,38 ± 0,63 vs. 1,25 ± 0,56).  

IL-1β ist ein zentrales proinflammatorisches Zytokin, das die Neuroinflammation beim 

Morbus Alzheimer vermittelt (Shaftel et al. 2007). Um herauszufinden, ob durch die 

Bestrahlung des ZNS dort eine proinflammatorische Reaktion verursacht wird, wurde 

die Expression der IL-1β - mRNA in ungeschützt und geschützt bestrahlten Tieren 

untersucht. In den ungeschützt bestrahlten Tieren war die IL-1β - mRNA stärker 

exprimiert, als in den geschützt bestrahlten Tieren  (APPswe/PS1 ungeschützt vs. 

geschützt bestrahlt: 4,14 ± 1,29 vs. 2,67 ± 0,36) (Abb. 19 C). Allerdings war dieser 

Unterschied mit p = 0,7 nicht signifikant und kann so lediglich als Trend interpretiert 

werden.  

 

3.5 Reduktion des Aβ - Gehalts im APPswe/PS1 - Gehirn durch Bestrahlung 

Aufgrund der beschriebenen Veränderungen im Expressionsprofil im ZNS und der 

beobachteten, morphologischen Veränderungen der Mikroglia durch Bestrahlung 

schließt sich die Frage an, ob die Bestrahlung auch Auswirkungen auf den Aβ - 

Gehalt des Gehirns hat. Dazu wurde dieser aus Hirnlysaten mittels ELISA und 

Western Blot in geschützt und ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären 

bestimmt. Wie zuvor gezeigt wurde, kommt es nur zu einer Infiltration des ZNS durch 

mononukleäre, GFP - exprimierende Phagozyten, wenn das Gehirn durch eine 

Bestrahlung konditioniert worden ist (Abb. 10). Des Weiteren konnten wir zeigen, 

dass es zu bestrahlungsbedingten morphologischen Veränderungen der residenten, 

endogenen Mikroglia kommt (Abb. 17). Zur Beurteilung des Aβ - Gehalts wurde 

mittels ELISA lösliches und unlösliches Aβ40  und Aβ42 aus Hirnlysaten bestimmt. 

Während das lösliche Aβ40 und Aβ42 in beiden Gruppen vergleichbare Mengen 

erreichte, war das unlösliche Aβ40  und Aβ42 in den ungeschützt bestrahlten Tieren 

signifikant erniedrigt (Abb. 20 A). Um festzustellen, ob die Reduktion des unlöslichen 

Aβ auf eine veränderte Expression oder Prozessierung zurückzuführen ist, wurde ein 

Western Blot für APP und β-CTF durchgeführt. Die Quantifizierung des APP wies 

keine Unterschiede zwischen ungeschützt und geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - 

Chimären auf. Gleiches galt für das β-CTF, welches als Spaltprodukt der β - 
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Sekretase die Aktivität dieses Enzyms angibt. Zusätzlich konnte im Western Blot eine 

signifikante Reduktion des Gesamt - Aβ in den ungeschützt bestrahlten Tieren 

gezeigt werden (Abb. 20 B), was die Ergebnisse des ELISA bestätigt. Als Ursachen 

für die Reduktion des unlöslichen Aβ können also eine bestrahlungsbedingt 

unterschiedlich starke Expression des APP sowie eine veränderte Prozessierung 

durch die β - Sekretase ausgeschlossen werden, was auf eine verstärkte Elimination 

des unlöslichen Aβ in den ungeschützt bestrahlten Tieren schließen lässt.  

 

 

Abbildung 20: Reduzierte unlösliche A - Level, aber unveränderte APP - Expression und - 
Prozessierung in ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären. A: Quantifizierung von 

löslichem und unlöslichem A und A aus Hirnlysaten in ungeschützt und geschützt 
bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären mittels ELISA. * : statistische Signifikanz p < 0,05. B: 

Quantifizierung der Proteine APP, A und CTF in ungeschützt und geschützt bestrahlten 
APPswe/PS1 - Chimären mittels Western Blot. Wildtypen dienten als Negativkontrolle.  

 

Bedeutendster Bestandteil der Amyloidplaques ist das unlösliche Aβ (Shankar et al. 

2008). Aus diesem Grund versuchten wir, die biochemisch nachgewiesene Reduktion 

des unlöslichen Aβ auch histologisch zu bestätigen. Dazu bestimmten wir den 

Prozentsatz der Aβ+ - Fläche aller Plaques in Bezug auf die Gesamtfläche des 

Schnittes. Sowohl im Kortex als auch im Hippocampus konnten in den ungeschützt 

bestrahlten Tieren gegenüber den geschützt bestrahlten keine signifikanten 

Unterschiede festgestellt werden (Abb. 21). Dies stellt jedoch keinen grundsätzlichen 

Widerspruch zu den ELISA - Daten dar, weil die histologische Quantifizierung 

deutlich unpräziser als die biochemische ist und deshalb nur sehr starke 

Unterschiede in der Plaquefläche aufzeigen kann (Haass und Selkoe 2007). 
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Abbildung 21: Kein signifikanter Unterschied der Aβ - 
Hippocampus von ungeschützt und geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären. 
Histologische Quantifizierung des prozentualen Anteils der mit Aβ 
ungeschützt und geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Chimären. 

 

3.6 Mononukleäre Phagozyten sind nicht ursächlich für die Reduktion    

      des Aβ - Gehalts im APPswe/PS1 -  Gehirn 

Nachdem gezeigt wurde, dass in ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Gehirnen der 

Aβ - Gehalt reduziert ist, wurde nach der Ursache gesucht. Es wurde postuliert, dass 

die eingewanderten mononukleären Phagozyten, im Vergleich zu den residenten 

Mikroglia, eine erhöhte Effizienz bei der Aβ - Phagozytose aufweisen (Simard et al. 

2006). Um die Rolle der mononukleären Phagozyten im Rahmen der 

Alzheimerpathologie eingehender zu untersuchen, wurden Knochenmarkschimären 

als Kontrollen benötigt, die zwar ungeschützt bestrahlt wurden, aber trotzdem keine 

eingewanderten mononukleären Phagozyten im Gehirn aufwiesen und so die 

Abgrenzung gegenüber unspezifischen Bestrahlungsfolgen ermöglichten. Diese 

Bedingungen erfüllten die mit CCR2-/- - GFP - Knochenmark rekonstituierten, 

ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - Mäuse in idealer Weise, die mit Chimären 

verglichen wurden, die ebenfalls ungeschützt bestrahlt wurden, jedoch CCR2+/+ - 

GFP - Knochenmark erhalten hatten (s. Abb. 6 und 7). Unerwarteterweise zeigte der 

ELISA für das lösliche Aβ40 und das unlösliche Aβ40 und Aβ42 zwischen beiden 

Gruppen keine signifikanten Unterschiede (Abb. 22 A). Auch im Western Blot für das 

Gesamt - Aβ wurde dies bestätigt (Abb. 22 B). Die Quantifizierung der Proteine APP 
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und β-CTF ergab ebenfalls keine signifikanten Unterschiede, sodass eine veränderte 

APP - Expression und Aktivität der β - Sekretase durch die Anwesenheit 

mononukleärer Phagozyten im ZNS ausgeschlossen werden konnte (Abb. 22 B). 

Damit wurde gezeigt, dass die Reduktion des Aβ - Gehalts in ungeschützt 

bestrahlten APPswe/PS1 -  Chimären (Abb. 20) keine Folge der Einwanderung 

mononukleärer Phagozyten ist, sondern durch bestrahlungsbedingte Veränderungen 

im ZNS verursacht wird. 

 

 

Abbildung 22: Kein signifikanter Unterschied im A - Level sowie unveränderte APP - 
Expression und - Prozessierung in ungeschützt bestrahlten CCR2-/- - GFP  APPswe/PS1 - 
Chimären verglichen mit CCR2+/+ - GFP  APPswe/PS1 - Chimären. A: Quantifizierung von 

löslichem und unlöslichem A  und A aus Hirnlysaten in ungeschützt bestrahlten CCR2-/-- 
GFP  APPswe/PS1 - Chimären und CCR2+/+ - GFP  APPswe/PS1 - Chimären mittels ELISA. B: 

Quantifizierung der Proteine APP, CTF, A und Tubulin in ungeschützt bestrahlten CCR2-/- - 
GFP  APPswe/PS1 - Chimären und CCR2+/+ - GFP  APPswe/PS1 - Chimären mittels Western 
Blot. Wildtypen als Negativkontrolle. 
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4 Diskussion 

Hämatogene mononukleäre Phagozyten im ZNS wurden bisher in einer Vielzahl 

neurologischer Erkrankungen beschrieben (Yong und Rivest 2009). Allgemein 

akzeptiert ist die Ansicht, dass diese Phagozyten myeloischen Ursprungs sind 

(Ransohoff und Perry 2009). Allerdings war die exakte Subpopulation der 

monozytären Vorläuferzellen beim Morbus Alzheimer bisher unbekannt. Um diese 

Frage zu beantworten, wurde in der vorliegenden Arbeit auf eine genetisch 

veränderte Maus zurückgegriffen, die sich durch einen phänotypischen Defekt in der 

Zusammensetzung der Monozytenpopulationen auszeichnet. Aufgrund der CCR2 - 

Defizienz können die inflammatorischen Monozyten (Ly-6Chi, CCR2+) nicht aus dem 

Knochenmark migrieren, so dass es zu einer selektiven Reduktion dieser 

Zellpopulation im Blut kommt, wohingegen die residenten Monozyten (Ly-6Clow, 

CCR2-) davon nicht betroffen sind (Serbina und Pamer 2006). Auch bei der 

Transplantation von CCR2 - defizienten, hämatogenen Knochenmarkszellen in 

bestrahlten APPswe/PS1 - Mäusen konnte eine selektive Reduktion der peripheren, 

inflammatorischen Monozyten (Ly-6Chi, CCR2+) erreicht werden. Interessanterweise 

war in diesen APPswe/PS1 - Tieren mit der peripheren Reduktion der inflammatorischen 

Monozyten auch eine drastische Reduktion der mononukleären Phagozyten im ZNS 

verbunden. In Anbetracht des allseits etablierten Konzepts, dass Monozyten unter 

bestimmten Bedingungen zu Gewebemakrophagen differenzieren können 

(Geissmann et al. 2010), ist es damit wahrscheinlich, dass in diesem 

Alzheimertiermodell die Ly-6Chi - CCR2+ - Monozyten die Vorläuferzellen der 

mononukleären Phagozyten im Gehirn sind.  

Allerdings haben neueste Untersuchungen gezeigt, dass CCR2 nicht nur von Ly-6Chi 

- Monozyten exprimiert wird, sondern auch von einem kleinen Anteil myeloischer 

Vorläuferstammzellen, die bei entzündlichen Prozessen CCR2 - abhängig in die 

peripheren Organe rekrutiert werden (Si et al. 2010). Da bei der Injektion von 

Knochenmark im Rahmen der Knochenmarkstransplantation myeloische 

Stammzellen unphysiologischerweise ins Blut gelangen (Ajami et al. 2007), ist es 

daher alternativ möglich, dass diese myeloischen CCR2+ - Stammzellen 

Vorläuferzellen der mononukleären Phagozyten im Gehirn darstellen und bei 

Ausschaltung des CCR2 - Gens nicht mehr ins Gehirn einwandern können. Diese 

Möglichkeit ist zur Zeit noch nicht geklärt und bedarf weiterer Forschung.  
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Die verbreitete Methode zur Untersuchung mononukleärer Phagozyten im ZNS ist 

der Knochenmarkschimärismus, der sich zur Konditionierung des Empfängers der 

Bestrahlung bedient. Es wurden jedoch Zweifel geäußert, dass diese Methode 

physiologische Verhältnisse abbildet, weil die Bestrahlung im Verdacht steht, die 

Bluthirnschranke zu öffnen und den Eintritt mononukleärer Phagozyten zu 

ermöglichen (Ransohoff und Perry 2009). Unter physiologischen Bedingungen findet 

keine Rekrutierung mononukleärer Phagozyten statt (Mildner et al. 2007). Zusätzlich 

besteht aber auch im Rahmen des Morbus Alzheimer eine Störung der 

Bluthirnschranke (Algotsson und Winblad 2007, Bowmann et al. 2007).  

Die Frage, ob es beim Morbus Alzheimer zu einer Infiltration von myeloischen Zellen 

kommt, nimmt eine zentrale Position bei möglichen Therapiekonzepten ein. So wird 

von einigen Wissenschaftlern eine zelluläre Immuntherapie vorgeschlagen, bei der 

genetisch veränderte oder alternativ aktivierte, mikrogliale Vorläuferzellen injiziert 

werden sollen, die zu einer Reduktion oder gar zu einer Inhibierung der Erkrankung 

führen könnten (Lebson et al. 2010, Malm et al. 2010). Allerdings ist eine 

durchlässige Bluthirnschranke eine Grundvoraussetzung für eine solche Therapie, 

die es den Vorläuferzellen ermöglicht, in das ZNS zu migrieren. Mit den in der 

vorliegenden Arbeit hergestellten, experimentellen Gruppen von geschützt bzw. 

ungeschützt bestrahlten transgenen APPswe/PS1 - Tieren wurde ein experimentelles 

Design gewählt, welches die Unterscheidung zwischen einer strahlungsbedingten 

und einer alzheimerpathologiebedingten Bluthirnschrankenstörung erlaubt und so 

entscheidend zum Verständnis des Morbus Alzheimer beitragen kann.  

Im ZNS 10 - Monate - alter APPswe/PS1 - Chimären fanden sich bei ungeschützter 

Bestrahlung zahlreiche mononukleäre GFP+ - Phagozyten, die allerdings keine 

präferenzielle Plaqueassoziation zeigten. In geschützt bestrahlten APPswe/PS1 - 

Chimären hingegen blieb eine Migration von peripheren Monozyten ins ZNS 

vollständig aus. Die signifikante Reduktion im Blutchimärismus von T- und B-Zellen, 

Granulozyten sowie inflammatorischer Monozyten 7 Monate nach Rekonstitution in 

geschützt bestrahlten Chimären reduziert die Aussagekraft dieser Daten nicht. Wenn 

die Höhe des Blutchimärismus mit der Zahl der rekrutierten mononukleären 

Phagozyten im ZNS korrelieren würde, müsste man in den geschützt bestrahlten 

APPswe/PS1 - Gehirnen lediglich eine Reduktion dieser Zellen nachweisen können, 

aber kein vollständiges Fehlen, wie es in dieser Arbeit gezeigt wurde. 
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Diese Ergebnisse belegen, dass die pathologischen ZNS - Bedingungen in diesem 

Tiermodell allein, ohne die Bestrahlung, nicht ausreichen, um die Einwanderung 

mononukleärer Phagozyten zu bewirken. Eine Störung der Bluthirnschranke liegt 

also in diesem APPswe/PS1 - Mausmodell nicht vor. Daher lassen die vorliegenden 

Daten Zweifel an einer potentiellen, therapeutischen Verwendung von Monozyten als 

„Trojanische Pferde“ aufkommen, da die Rekrutierung dieser Zellen nur 

bestrahlungsbedingt zu sein scheint.  

Allerdings stehen diese Ergebnisse im Gegensatz zu einer kürzlich veröffentlichten 

Studie, in der durch die andauernde Infusion in die Halsgefäße von gentechnisch 

veränderten, myeloischen CD11b+ - Zellen aus dem Knochenmark die Amyloid-

ablagerung in einem Alzheimertiermodell gestoppt werden konnte und zahlreiche 

Donorzellen an den Plaques nachweisbar waren (Lebson et al. 2010). Warum es in 

dieser Publikation zu einer Rekrutierung peripherer, myeloischer Zellen ins ZNS ohne 

Gewebekonditionierung kommt, ist nicht bekannt, könnte aber durch Verwendung 

eines anderen Alzheimertiermodells erklärt werden. Ein weiterer Grund könnte die 

unphysiologisch hohe Anzahl transferierter myeloischer Zellen sein, die mit 5 x 106 

Zellen etwa dem 10 - fachen der zirkulierenden Monozyten in der Maus entspricht 

(Mildner et al. 2007). 

Weiterhin ist kritisch anzumerken, dass das in der vorliegenden Arbeit verwendete 

APPswe/PS1 - Tiermodell nicht alle Merkmale des Morbus Alzheimer widerspiegelt 

(s.Absatz 2.2), sodass eine Rekrutierung mononukleärer Phagozyten beim 

Alzheimerpatienten nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden kann. Bei 

einer Subpopulation von Alzheimerpatienten wurde über den Nachweis von im Liquor 

cerebrospinalis physiologischerweise nicht vorkommendem, aus dem Blut filtriertem 

Albumin, eine pathologische Durchlässigkeit der Bluthirnschranke, zumindest für 

Proteine, beschrieben (Algotsson und Winblad 2007, Bowmann et al. 2007).  

Auch wenn die Einwanderung mononukleärer Phagozyten unter anderen 

Bedingungen (späteres Krankheitsstadium, dem Vollbild des Morbus Alzheimer) nicht 

ausgeschlossen erscheint, ist besonders eine Therapie in der Frühphase des Morbus 

Alzheimer zur Prävention kognitiver Defizite notwendig und eine weitere Erforschung 

der Mechanismen, unter denen die Öffnung der Bluthirnschranke stattfindet, sinnvoll, 

um mit dem Einsatz dieses Wissens eine zelluläre Gentherapie möglichst effizient zu 

gestalten. Ein Beispiel dafür ist die osmotische Öffnung der Bluthirnschranke mit 

Mannitol (Marchi et al. 2010). 
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Nachdem gezeigt wurde, dass die Alzheimerpathologie des APPswe/PS1 - Tiermodells 

allein nicht hinreichend für die Rekrutierung mononukleärer Phagozyten ist, konnte 

hier gezeigt werden, dass dagegen die Bestrahlung des Gehirns eine notwendige 

Voraussetzung dafür ist. Dies ist bereits für gesunde Mäusegehirne belegt (Mildner et 

al. 2007), bislang jedoch nicht für ein Tiermodell einer neurodegenerativen 

Erkrankung.   

Diese neuen Erkenntnisse haben, wie bereits erwähnt, weitreichende Folgen für eine 

mögliche Therapie beim Morbus Alzheimer. Die eingewanderten, mononukleären 

Phagozyten werden als Vehikel für den Transfer nutzbringender Gene ins ZNS 

diskutiert (Priller et al. 2001, Lebson et al. 2010). Um gezielt die mononukleären 

Phagozyten genetisch zu manipulieren und damit die Wahrscheinlichkeit von 

unerwünschten Nebenwirkungen zu minimieren, ist die Kenntnis der entsprechenden 

Vorläuferzellen im Blut, also der Ly-6Chi - CCR2+ - Monozyten, eine notwendige 

Voraussetzung. Außerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Einwanderung 

mononukleärer Phagozyten ins ZNS von APPswe/PS1 - Tieren physiologischerweise 

nicht stattfindet und erst der vorherigen Bestrahlung des Gehirns als Konditionierung 

bedarf. Es gibt jedoch auch ZNS - Erkrankungen, bei denen eine Rekrutierung 

mononukleärer Phagozyten ohne Bestrahlung möglich ist. So wurde zum Beispiel bei 

Patienten mit X - gekoppelter Adrenoleukodystrophie eine Therapie mit gentechnisch 

veränderten Stammzellen und Konditionierung durch Cyclophosphamid und Busulfan 

durchgeführt und ein positiver Effekt beobachtet, der auf den Gentransfer durch 

mononukleäre Phagozyten ins ZNS zurückgeführt wurde (Cartier et al. 2009). Die 

Krankheit weist allerdings per se eine massive Störung der Bluthirnschranke auf, 

erkennbar an den kernspintomographischen Anreicherungen von Gadolinium in den 

Entmarkungsherden. Außerdem ist unklar, ob die Chemotherapie Einfluss auf die 

Integrität der Bluthirnschranke hat. Zur Untersuchung der Rekrutierung 

mononukleärer Phagozyten sind deswegen schonendere Methoden zur 

Konditionierung nötig.  

 

In zahlreichen Untersuchungen wurden mononukleäre Phagozyten in der Nähe von 

Amyloidplaques beschrieben und es wurde postuliert, dass diese Zellen die 

Ablagerung von Amyloidplaques beschränken können (Simard et al. 2006). Auch 

wenn nach unseren Ergebnissen ebenfalls eingewanderte mononukleäre 

Phagozyten an den Plaques beobachtet wurden, finden sich diese Zellen nur an 25 
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% aller Plaques im Kortex. Im APP23 - Tiermodell waren nach 16 Monaten nur an 20 

% aller Plaques vom Donor abstammende mononukleäre Phagozyten gefunden 

worden und keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der gesamten 

Plaquefläche und der Zahl der eingewanderten mononukleären Phagozyten (Stalder 

et al 2005). Ein weiteres Indiz dafür, dass die mononukleären Phagozyten nicht 

gezielt zu den Plaques bzw. allenfalls zu einer Subpopulation von Plaques rekrutiert 

werden, ist die Tatsache, dass von allen mononukleären Phagozyten nur knapp 30 % 

plaqueassoziiert sind. In der Literatur finden sich diesbezüglich noch niedrigere 

Zahlen. So waren im APPswe/PS1 - Tiermodell 9 Monate nach Rekonstitution nur 6 % 

der mononukleären Phagozyten plaqueassoziiert (Malm et al. 2005). Bei einer so 

geringen Assoziation mononukleärer Phagozyten mit Amyloidplaques ist ein 

entscheidender Einfluß auf die Plaquegröße sowie die gezielte Rekrutierung aus dem 

Blut zu den Plaques unwahrscheinlich. 

 

Die Bestrahlung des Kopfes hat weitreichende Auswirkungen auf das menschliche 

Gehirn. Entscheidend ist, dass sich bei bis zu 50 % der Langzeitüberlebenden nach 

Schädelbestrahlung kognitive Defizite entwickeln (Crossen et al. 1994), die 

besonders ausgeprägt nach der pädiatrischen Radiotherapie sind (Spiegler et al. 

2004). Auch in Mäusen und Ratten ließen sich diese Ergebnisse reproduzieren 

(Raber et al. 2004, Hodges et al. 1998). Neurone sind postmitotische Zellen und als 

solche bestrahlungsresistent; allerdings werden die kognitiven Defizite unter 

anderem auf eine bestrahlungsbedingte Störung der adulten Neurogenese 

zurückgeführt (Zhu et al. 2009, Andres - Mach et al. 2008). Wichtig ist die 

Unterscheidung von akut vorübergehenden und chronischen Bestrahlungsfolgen. 

Auswirkungen der Bestrahlung auf die Bluthirnschranke sind schon länger bekannt. 

Bei Bestrahlung des Gehirns ist das Zytokin TNF-α im Sinne einer entzündlichen 

Reaktion im Serum erhöht (Kaya et al. 2004). Hinzu kommen eine erhöhte 

Durchlässigkeit der Bluthirnschranke für Proteine, was sich durch eine verminderte 

Expression von Proteinen erklärt, aus denen die tight junctions zusammengesetzt 

sind (Occludin, ZO-1). Weiterhin konnte eine verminderte Reaktivität für GFAP als 

Indiz einer Astrozytendysfunktion beobachtet werden (Kaya et al. 2004). Interessant 

ist, dass alle diese Veränderungen nur maximal einige Tage andauern und sich 

anschließend wieder zurückbilden. Möglicherweise gibt es nur ein kurzes Zeitfenster 

innerhalb dessen die Bluthirnschranke geöffnet ist und die Infiltration mononukleärer 
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Phagozyten möglich ist. Danach erhält sich diese Zellpopulation offenbar durch 

Proliferation, was auch die mitotischen Aktivität dieser Zellen erklären würde (Longo 

et al. 2010). 

Bestrahlungsbedingt kommt es weiterhin zu einer akuten Entzündungsreaktion (Kalm 

et al. 2009b), wobei auch von einigen Autoren der Übergang in eine chronische 

Entzündung beschrieben wurde. 2 bzw. 3 Monate nach Bestrahlung wurde eine 

persistierende Aktivierung von Mikroglia beschrieben, quantifiziert durch den 

zellulären Marker CD68 (Monje et al. 2003, Rola et al. 2004). In der vorliegenden 

Arbeit wurde 7 Monate nach Bestrahlung die chronische Aktivierung anhand 

morphologischer Kriterien sowie einer veränderten, proinflammatorischen 

Genexpression festgestellt. Dass die chronische Entzündung über einen solchen 

Zeitrahmen persistiert, war bisher nicht bekannt. Die Bestrahlung bewirkt u.a. DNA - 

Doppelstrangbrüche, die über eine Aktivierung des NF-κB - Signalwegs zu einer 

proinflammatorischen Reaktion der Mikroglia führen können (Dong et al. 2010). 

Durch die Bestrahlung kann es auch zu einer verstärkten mikroglialen Apoptose 

kommen, die in einer verminderten Zahl der residenten Mikroglia resultiert (Kalm et 

al. 2009a, Wirenfeldt et al. 2007). Kalm und Kollegen beschreiben 6 Stunden bzw. 7 

Tage nach Bestrahlung ausschließlich akute Veränderungen. Wirenfeldt und Kollegen 

haben Mikroglia in Knochenmarkschimären quantifiziert und eine Reduktion auf etwa 

25 - 30 % festgestellt. Leider wird dort keine Angabe zum Zeitpunkt der Analyse 

gemacht. In der vorliegenden Arbeit waren die Mikroglia 7 Monate nach Bestrahlung 

um 50 % reduziert, woraus sich folgern lässt, dass die Mikroglia infolge der 

Bestrahlung ihr Potential zur Regeneration verlieren beziehungsweise anhaltend 

einer erhöhten Apoptoserate unterliegen. 

Für die geschilderten, morphologischen Veränderungen (feine Ausläufer auf allen 

Fortsätzen), die ausschließlich bei Mikroglia aus ungeschützt bestrahlten Gehirnen 

auftraten, gibt es bisher keine Literaturreferenz. Ihre Rolle ist unklar und bedarf 

weiterer Untersuchung. Interessant ist, dass die eingewanderten mononukleären 

Phagozyten die gleichen morphologischen Veränderungen aufweisen. Damit ist die 

Bestrahlung  als direkte Ursache für die Morphologieveränderung ausgeschlossen, 

weil die mononukleären Phagozyten erst nach Bestrahlung in den Rezipienten 

gelangen und nie einer direkten Bestrahlung ausgesetzt waren. Die Bestrahlung 

setzt offenbar einen Prozess in Gang, der dann sekundär zu den morphologischen 

Veränderungen führt. Dieser Prozess könnte zum einen durch die chronische 
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Entzündung des Hirnparenchyms oder durch die eingewanderten mononukleären 

Phagozyten angetrieben werden.  

Die Tatsache, dass der morphologieveränderte Anteil der mononukleären GFP+ - 

Phagozyten mit 50 % etwa doppelt so hoch ist, wie bei den residenten Mikroglia 

zeigt, dass die ersteren empfindlicher auf den zur Morphologieveränderung 

führenden Reiz reagieren, als die residenten  Mikroglia.  

Die Reduktion und veränderte Morphologie der Mikroglia geht einher mit einem 

bisher nicht beschriebenen veränderten Verhalten an den Amyloidplaques. In der 

ungeschützt bestrahlten Gruppe wurden deutlich weniger Mikroglia am Plaque 

festgestellt, was zum großen Teil durch die reduzierte Mikrogliazahl erklärt werden 

kann. Andererseits müssen die Mikroglia in der ungeschützt bestrahlten Gruppe auch 

funktionelle Veränderungen aufweisen, weil die Morphologie der Mikroglia am Plaque 

im Gegensatz zu der geschützt bestrahlten Gruppe deutlich amöboider ist.  

Zusätzlich ließen sich in der qRT - PCR der ungeschützt bestrahlten Gruppe eine 

erniedrigte Expression der Chemokine CCL3 und CXCL10 nachweisen, was auf eine 

Dysregulation der Chemotaxis hindeutet. Die Bestrahlung allein ist dafür nicht 

ursächlich, weil die verminderte Expression erst in Kombination der Bestrahlung mit 

der Alzheimerpathologie auftritt. Die adäquate Reaktion des ZNS auf Noxen wie  

Amyloidplaques ist infolge der Bestrahlung langfristig gestört. Dabei sind nicht nur die 

Mikroglia als Quelle der Chemokine denkbar, sondern auch Neurone und Astrozyten 

(Harrison et al. 2003). In der ungeschützt bestrahlten Gruppe wurde der Scavenger 

Receptor A verstärkt exprimiert. Dieser Rezeptor ist an der Phagozytose von 

fibrillärem Aβ beteiligt und wird nur bei Aktivierung von Mikroglia und peripheren 

Makrophagen exprimiert (Husemann et al 2002, Frenkel et al. 2008). 

Immunhistochemisch wurde der SRA auf plaqueassoziierten Mikroglia nachgewiesen 

(Frenkel et al. 2008). Das Zytokin IL-1β ist ein zentrales Signalmolekül der 

klassischen Neuroinflammation (Herber et al. 2006, Halle et al. 2008). In der 

vorliegenden Arbeit war die Expression dieses Gens in ungeschützt bestrahlten 

gegenüber geschützt bestrahlten Wildtypen signifikant erhöht. Folglich ist die 

Ursache allein die Bestrahlung. Die Tatsache, dass im Rahmen der 

Alzheimerpathologie das IL-1β ebenfalls erhöht ist, maskiert die verstärkte 

Expression in den ungeschützt bestrahlten Alzheimertieren gegenüber den geschützt 

bestrahlten und erklärt, wieso lediglich eine nicht - signifikante Erhöhung des IL-1β in 

dieser Arbeit gezeigt wurde. Zudem wurden Hirnhomogenisate untersucht, die die 

b.schlevogt
Schreibmaschinentext

b.schlevogt
Schreibmaschinentext
 

b.schlevogt
Schreibmaschinentext
    

b.schlevogt
Schreibmaschinentext

b.schlevogt
Schreibmaschinentext

b.schlevogt
Schreibmaschinentext

b.schlevogt
Schreibmaschinentext

b.schlevogt
Schreibmaschinentext
 .



4 Diskussion_______________________________________________________54 
 

  

Zytokinkombination aus sämtlichen Zelltypen des ZNS beinhaltet. Für ein klareres 

Ergebnis wäre die Analyse der einzelnen Zelltypen nötig. Im Rahmen der 

Bestrahlung ist also von einer verstärkten Expression des IL-1β auszugehen, was 

Ausdruck der chronischen Entzündung ist und ein morphologisches Korrelat hat. Bei 

der klassischen Neuroinflammation sind jedoch die Chemokine meist erhöht (Frank - 

Cannon et al. 2009), weswegen in unserem Fall eine atypischen Entzündung, 

verbunden mit einer verstärkten Phagozytose vermittelt durch den Scavenger 

Receptor A, vorliegt. Eine denkbare Erklärung wäre, dass sich die Chemokin - 

produzierende Zellpopulation im Laufe der chronischen Entzündung erschöpft und 

die Ausschüttung von Chemokinen reduziert wird. 

Insgesamt wird deutlich, dass die neuropathologischen Langzeitfolgen einer 

Gehirnbestrahlung weitaus langanhaltender und umfangreicher sind, als bisher 

angenommen wurde. Die nur sehr spärlichen Berichte von Langzeitveränderungen 

stehen im Gegensatz zu den kognitiven Defiziten, die auch noch Jahre nach der 

Bestrahlung auftreten können. 180 Tage nach Bestrahlung und 

Knochenmarkstransplantation wurden weitere Langzeitveränderungen, wie eine 

geringere Zelldichte, eine veränderte Architektur des Bulbus olfaktorius sowie ein 

reduziertes Gewicht desselben beschrieben (Diaz et al. 2010). Außerdem bekommen 

Mäuse mit schwarzem Fell nach Bestrahlung in der entsprechenden Körperregion 

dauerhaft ein helles Fell (Mildner et al. 2007), was auf eine Zerstörung der 

Melanozytenvorläufer zurückzuführen ist (Inomata et al. 2009). Schließlich ist auch 

noch zu klären, inwieweit Strahlendosen nach Durchtritt durch die menschliche 

Kalotte biologisch äquivalent zu den Verhältnissen bei Mäusen sind. 

 

Im Anschluss an die beschriebenen, vielfältigen Auswirkungen der 

Schädelbestrahlung  auf das Hirnparenchym stellt sich die Frage, inwieweit diese die 

Amyloidpathologie beeinflussen. Die biochemische Quantifizierung des unlöslichen 

Aβ ergab eine Reduktion in den ungeschützt bestrahlten, mit Wildtypknochenmark 

rekonstituierten  APPswe/PS1 - Tieren. Die Messung der APP - Expression und des APP 

- Spaltprodukts β-CTF ergaben keine signifikanten Unterschiede, sodass der Grund 

für die Reduktion des unlöslichen Aβ in einer gesteigerten Degradation liegen muss. 

Von zahlreichen Autoren wurde postuliert, dass mononukleäre Phagozyten im 

Gegensatz zu den residenten Mikroglia die Fähigkeit zur Degradierung von Aβ 

besitzen (El Khoury et al. 2006, Town et al. 2008, Simard et al. 2006). Um dies 
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nachzuweisen, wurde Aβ von Knochenmarkschimären quantifiziert, die mit CCR2-/- - 

GFP - Knochenmark rekonstituiert wurden und trotz ungeschützter Bestrahlung  eine 

drastisch reduzierte Zahl eingewanderter mononukleärer Phagozyten im Hirn 

aufwiesen. Überraschenderweise fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Aβ - Menge im Vergleich zu ungeschützt bestrahlten Tieren, die mit CCR2+/+ - GFP - 

Knochenmark rekonstituiert worden waren. Die mononukleären Phagozyten sind also 

in dieser Studie nicht kritisch beteiligt an dem Aβ - Abbau, was im Gegensatz zu einer 

bisherigen Untersuchung steht, in der nach Ablation der mononukleären Phagozyten 

ein verstärktes Auftreten von Amyloidplaques beobachtet wurde (Simard et al. 2006). 

Es müssen also residente Zellpopulationen des ZNS für die Erniedrigung der Aβ - 

Level verantwortlich sein. Aufgrund der engen Assoziation mit den Plaques sind die 

Mikroglia die wahrscheinlichsten Kandidaten. Ein möglicher Einfluss von Astrozyten 

oder perivaskulären Makrophagen auf den Aβ - Gehalt in den 

Knochenmarkschimären wurde nicht untersucht (Wyss - Coray et al. 2003, Hawkes 

und McLaurin 2009).  

Zusammengefasst finden sich in der ungeschützt bestrahlten Gruppe einerseits eine 

Aktivierung der Mikroglia, eine erhöhte Expression des proinflammatorischen 

Zytokins IL-1β und des Aβ - Phagozytose - Rezeptors SRA; andererseits bestehen 

eine Dysregulation der Chemotaxis sowie eine signifikante Reduktion der Mikroglia 

insgesamt und in Plaqueassoziation. Dass diese Konstellation zu einem erhöhten 

unlöslichen Aβ - Gehalt führt, scheint zunächst paradox, verdeutlicht aber, dass nicht 

die Zahl der Mikroglia am Plaque entscheidend für den Aβ - Abbau ist, sondern die 

Art der Aktivierung. So resultierte in einem Alzheimertiermodell die CCL2 - 

Überexpression zwar in einer erhöhten Zahl von Mikroglia am Plaque, jedoch wurde 

kein verstärkter Aβ - Abbau beobachtet (Yamamoto et al. 2005). Die Überexpression 

von IL-1β führt zu einer chronischen Neuroinflammation, die interessanterweise 

ebenfalls mit einer selektiven Erniedrigung des unlöslichen Aβ einher geht (Shaftel et 

al. 2007). Allerdings wurden hier erhöhte Chemokinlevel gemessen, was sich in einer 

erhöhten Zahl der plaqueassoziierten Mikroglia äußerte. In einer weiteren Publikation 

kam es infolge einer intrazerebralen Injektion von LPS zu einer morphologisch und 

immunhistochemisch beobachteten Aktivierung von Mikroglia und einer Abnahme der 

Plaquefläche (Malm et al. 2005, DiCarlo et al. 2001). Die klassische Aktivierung ist 

gekennzeichnet durch Zytokine wie IL-1β oder IFN-γ. Typisch für die alternative 

Aktivierung sind Scavenger - Rezeptoren und Zytokine wie IL-4 oder IL-10 (Colton et 
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al. 2009). Diese Konstellation ist in den ungeschützt bestrahlten APPswe/PS1 - 

Chimären gegeben. Demgegenüber stehen Untersuchungen, in denen reaktive, 

plaqueassoziierte Mikroglia in einem kurzen, experimentellen Beobachtungszeitraum 

in älteren Alzheimermäusen keinen Einfluß auf den Aβ - Gehalt oder Amyloidplaques 

haben (Grathwohl et al. 2010, Meyer - Luehmann et al. 2008). Es sind weitere 

Untersuchungen nötig, um die vielfältigen Arten der Aktivierung von Mikroglia zu 

verstehen und mit therapeutischer Absicht zur Reduktion des Aβ einzusetzen.  
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5 Zusammenfassung 

Reaktive myeloische Zellen im zentralen Nervensystem (ZNS) sind ein zentrales 

Element in der Pathologie des Morbus Alzheimer, doch die Rolle dieser myeloischen 

Zellen für die Pathogenese wird derzeit kontrovers diskutiert. Aufgrund ihres 

Aktivierungszustandes können sie zur neuronalen Toxizität beitragen. Es sind jedoch 

auch Reparaturfunktionen sowie Aβ - Phagozytose für diese Zellpopulationen 

beschrieben worden. Die Ursache der funktionellen Divergenz kann darin bestehen, 

dass sich die myeloischen Zellen des ZNS aus vermutlich zwei Populationen 

zusammensetzen: den residenten ZNS - spezifischen Mikroglia und den unter 

pathologischen Bedingungen ins ZNS rekrutierten, myeloischen 

Knochenmarkszellen. Daher ist die Erforschung der myeloischen Zellen beim Morbus 

Alzheimer und die Bedingungen, die die Rekrutierung ins Gehirn ermöglichen, 

entscheidend im Hinblick auf eine mögliche therapeutische Anwendung in Form einer 

zellulären Immuntherapie.  

In der vorliegenden Arbeit konnten durch Knochenmarkstransplantations-

experimente mit CCR2 - defizientem Knochenmark die inflammatorischen Monozyten 

(Ly-6Chi CCR2+) erstmals als Vorläuferpopulation der ins ZNS rekrutierten 

myeloischen Zellen in APPswe/PS1 - Tieren identifiziert werden. Allerdings gelangten 

diese mononukleären Phagozyten nicht physiologischerweise ins Gehirn, sondern 

nur nach vorheriger, zur Herstellung der Knochenmarkschimären nötigen, 

Bestrahlung. Die Alzheimerpathologie war damit allein nicht ausreichend, um die 

Migration von Zellen aus dem Blut ins Gehirn zu ermöglichen. Zwischen den 

Amyloidplaques und den mononukleären Phagozyten wurde nur eine schwache 

Assoziation beobachtet und es konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit dieser 

Zellen im APPswe/PS1 - Gehirn den Aβ - Gehalt nicht kritisch beeinflusst. Dahingegen 

wurden erstmals weitreichende Langzeitfolgen der Bestrahlung auf das Gehirnmilieu 

festgestellt, was sich in einem veränderten Zyto- und Chemokinprofil, einer 

Reduktion der residenten Mikrogliaanzahl sowie einer morphologischen Veränderung 

der Mikroglia äußerte. Im Rahmen dieser Veränderungen wurde eine Reduktion des 

unlöslichen Aβ festgestellt. 

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass nur inflammatorische Monozyten die peripheren 

Vorläuferzellen darstellen, die während einer ZNS - Pathologie ins Gehirn migrieren 

können. Allerdings sind die durch den Morbus Alzheimer hervorgerufenen 

pathologischen Veränderungen allein nicht ausreichend, um die Rekrutierung von 
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myeloischen Knochenmarkszellen ins erkrankte ZNS zu bewirken. Aufgrund dieser 

Daten erscheint eine zelluläre Immuntherapie daher nur mit dem Transfer von 

inflammatorischen Monozyten und einer vorhergehenden Öffnung der 

Bluthirnschranke möglich zu sein. Des Weiteren belegen die vorliegenden Daten, 

dass die entsprechende Regulierung des Aktivierungsmusters entscheidend für die 

Aβ - Degradation der myeloischen Zellen im Gehirn ist. 
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