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1. Einleitung 

1.1 Definition und Neuropathologie der Alzheimer Erkrankung 
 

Morbus Alzheimer ist eine der verheerendsten neurodegenerativen Erkrankun-

gen des älteren Menschen. Sie ist eine bis heute nur unzureichend behandelbare 

und unterschätzte Krankheit. Für die Betroffenen und deren Angehörige ist die 

stetige Abnahme der kognitiven Fähigkeiten, bis hin zum Verlust der eigenen 

Persönlichkeit, extrem belastend. Die am häufigsten im höheren Alter auftretende 

Form von Demenz, die Demenz vom Alzheimer-Typ (AD), gewinnt immer mehr 

die Aufmerksamkeit der Forscher, insbesondere auf Grund des zunehmenden 

Anstiegs der Lebenserwartung und des damit verbundenen Anstiegs der Anzahl 

an erkrankten Personen. Bislang stehen für die jeweiligen Erkrankungen keine, 

oder nur unzureichende Tiermodelle zur Verfügung. Daher sind wissenschaftli-

che Untersuchungen an humanem postmortem Hirngewebe als essentiell einzu-

stufen. Diese Art von Forschungsarbeit kann maßgeblich dazu beitragen ein bes-

seres Verständnis der Erkrankung zu erlangen, um folglich daraus neue Thera-

pieansätze entwickelt können. Bei der AD handelt es sich um eine komplexe neu-

rodegenerative Erkrankung, die mit progressiven kognitiven Störungen einher-

geht, deren Ätiopathogenese bis heute noch nicht ausreichend entschlüsselt wer-

den konnte. Alois Alzheimer (1906), konnte nach einer histologischen Aufarbei-

tung im Gehirn seiner wohl bekanntesten Patientin, Auguste Deter, erstmalig pa-

thognomonische Korrelate der später nach ihm benannten Krankheit nachwei-

sen. Makroskopisch beschrieb er eine ausgeprägte Gehirnatrophie sowie arteri-

osklerotische Veränderungen der großen Hirnarterien. Mikroskopisch gehören 

dazu die veränderten Neurofibrillen innerhalb und miliare Ablagerungen (sog. se-

nile Plaques) außerhalb der Nervenzellen (Alzheimer, 1907) ,wobei  die genaue 

Definition des Begriffs „senile plaque“ auf Grund der morphologischen Eigen-

schaften und der in der Literatur oftmals nicht einheitlichen Verwendung komplex 

ist (Duyckaerts et al., 2009; Larner, 1997). Senile Plaques bestehen größtenteils 

aus Zusammenlagerungen pathologischer Formen des β-Amyloid-Proteins (Aβ), 
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Spaltprodukte eines häufig vorkommenden Membranproteins, dem sog. Amyloid-

vorläuferprotein („amyloid-precursor“-Protein, APP), wohingegen Neurofibrillen 

(Alzheimer-Fibrillen, „neurofibrilläre Tangles“, NFT) intrazellulären Anhäufungen 

hyperphosphorylierter Tau-Proteine entsprechen (Abbildung 1) (Kretzschmar & 

Neumann, 2000) 

 

 
Abbildung 1: Darstellung der neuropathologischen Veränderungen bei AD, a: neurofibrilläre 
Tangles, b: β-Amyloid-Plaques, Vergrößerung 200x 
 

Der Untergang von Neuronen und der Verlust von Synapsen stellen einen weite-

ren wesentlichen Bestandteil der Neurodegeneration dar und spiegeln vor allem 

in fortgeschrittenen Stadien die für AD typische Hirnatrophie wider.  

Neu in den Vordergrund gerückt ist die Erforschung der durch Mikroglia und     

Astrozyten hervorgerufenen reaktiven Prozesse, als Ursache und/oder Folge der 

Entstehung AD typischer Läsionen.
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1.2 Stadieneinteilung  
 

Die Entstehung der AD typischen neuropathologischen Veränderungen, wie die 

Akkumulation von pathologischen Formen der Proteine β-Amyloid (Aβ) und Tau, 

ist ein langsamer, über mehrere Jahrzehnte stetig voranschreitender Prozess. 

Im Hirngewebe eines Patienten mit AD kommt es im Verlauf der Erkrankung zu 

einem charakteristischen Ausbreitungsmuster. Beide oben erwähnten Verände-

rungen (die extrazelluläre Aβ-Ablagerung und die Anhäufung intraneuronaler 

Tau-Aggregate) haben innerhalb der Hirnrinde umschriebene Prädilektionsstel-

len. Von dort breiten sie sich kontinuierlich auf andere Hirnregionen aus und neh-

men an Schweregrad zu. Man kann somit zwischen früh betroffenen, hochvul-

nerablen Hirnarealen (wie z.B. dem Hippokampus) (Braak & Braak, 1991) und 

Arealen mit deutlich niedrigerer Vulnerabilität unterscheiden, die später oder gar 

nicht betroffen sind (wie z.B. dem Kleinhirn). (Larner, 1997)  

Anhand des pathognomonischen Ausbreitungsmusters von NFT teilten Eva und 

Heiko Braak (1991) das Ausmaß und das Fortschreiten der kortikalen Verände-

rung in die Stadien I-VI. Ihren Beobachtungen zufolge ist die Hippokampusfor-

mation, wozu der Hippokampus proper mit Fascia dentata und Cornu ammonis 

(CA), sowie der Subikularkomplex und Regio enthorinalis gezählt werden 

(Andersen, 2007), die zuerst befallene Region. Die ersten Tangles lassen sich 

im Stadium I am Übergang zwischen dem entorhinalen Kortex und dem tempo-

ralen Isokortex (der sog. transentorhinalen Rinde) finden. Danach weiten sie sich 

auf die Entorhinalrinde aus (Stadium II). Von dort breiten sich die Veränderungen 

auf den CA1-Sektor des Hippokampus (Stadium III) und später auch auf einzelne 

isokortikale Bezirke, insbesondere den unteren Temporallappen (Stadium IV) 

aus. In den späteren Stadien sind ausgedehnte Abschnitte der Assoziationsrinde 

in allen Hirnlappen erkrankt, wohingegen die primären Rindenfelder zunächst 

ausgespart bleiben (Stadium V). Im Stadium VI ist die gesamte Großhirnrinde 

betroffen. Die Braaksche Stadieneinteilung wurde im Verlauf von verschiedenen 

Autoren ergänzt und erweitert (Montine et al., 2012).  

Die vom „National Institute on Aging“ (NIA) 1997 erstmals erstellte und folglich 

mehrfach überarbeitete Guideline „National Institute on Aging/Reagan Institute 

of the Alzheimer Association consensus recommendations for the postmortem 
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diagnosis of AD or NIA-Reagan Criteria“ oder kurz die “1997 Criteria” zur Diag-

nostizierung und Stadieneinteilung der Alzheimerschen Erkrankung findet heute 

die größte Verwendung. Darin werden die gängigsten Diagnoseparameter, also 

ß-Amyloid, Braak und CERAD, zu dem sogenannten „ABC-Score“ zusammen-

geführt. Anschließend definierte die Arbeitsgruppe auf Grund des charakteristi-

schen Verlaufs der Erkrankung drei Stadien, angefangen mit dem „präklini-

schen Stadium“, über das Stadium des „mild cognitive impairment“, bis zum 

Endstadium, der „Alzheimerschen Demenz“, nachdem erkannt wurde, dass in 

einigen Fällen noch vor der klinischen Verschlechterung kognitiver Funktionen 

die AD-typischen pathologischen Veränderungen im Gehirn auftraten. Dem fol-

gend haben Braak und Braak ihre ursprüngliche Einteilung (Braak & Braak, 

1991) modifiziert und um die Pretanglestadien „a,b,c und 1a, 1b“ ergänzt (Braak 

et al., 2011). Zudem sollte mit dieser Erweiterung ein Rahmen geschaffen wer-

den, in dem die pathophysiologischen Veränderungen entlang des Krankheits-

kontinuums zusammen mit der klinischen Symptomatik des individuellen Pati-

enten berücksichtigt wird. (Hyman et al., 2012) 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der neuritischen Alzheimer-Pathologie nach Braak 
und Braak 1991, mit freundlicher Genehmigung durch den Autor (Braak & Braak, 1991). 
 
 
1.3 Mechanismen der Pathogenese 

 
Über 90% der Erkrankungen treten sporadisch auf und meistens nach dem 65. 

Lebensjahr, während etwa 2 bis 5% der Fälle genetisch bedingt sind (Blennow et 

al., 2006). Auf genetischer Ebene wurde eine Variante im Gen für das Apolipopro-

tein E4 (ApoE) identifiziert, die einen Risikofaktor für die Entwicklung einer Alz-

heimer-Erkrankung darstellt. Darüber hinaus wurden kausale autosomal-domi-

nant vererbte Misssense-Mutationen in drei verschiedenen Genen gefunden, 
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Präsenilin-1, Präsenilin-2 und APP, die als Auslöser der seltenen früh auftreten-

den Unterform gelten („early-onset AD“) (Bertram et al., 2010; Williamson et al., 

2009). 

In der vorliegenden Arbeit wurden überwiegend Fälle mit einem Alter über 70 

Jahren, passend zu der sporadischen Form der AD („late-onset AD“), untersucht. 

In den letzten Jahrzehnten sind zahlreiche Hypothesen zur Pathogenese der 

sporadischen AD entwickelt worden, wobei die Mechanismen zur Entstehung   

immer noch nicht geklärt werden konnten. Aus diesem Grund gibt es bis dato 

keine geeignete Therapie, die nach Krankheitsausbruch eine Heilung verspre-

chen kann. Die gängigen Therapieansätze zielen betont auf die Prävention und 

erreichen lediglich eine Verlangsamung des Fortschreitens für wenige Monate 

nach Beginn der Erkrankung.  

Eine der frühesten Veränderungen in Neuronen von Patienten mit AD ist die pa-

thologische Anhäufung von hyperphosphoryliertem Tau-Protein. Das Tau-Pro-

tein ist ein Phosphoprotein und findet sich im distalen Anteil von Axonen, nicht 

aber in Dendriten. Es moduliert dort mit Tubulin den Aufbau und die Stabilität des 

Mikrotubulisystems gesunder Neuronen. Die Phosphorylierung von Tau wird 

durch Kinasen und Phosphatasen reguliert und sorgt physiologischerweise für 

die Unterbrechung der Miktotubuli-Organisation (Taniguchi et al., 2001).  Hyper-

phosphorylierung von Tau wird zum einen durch ein Ungleichgewicht zwischen 

Tau-Kinasen und Tau-Phosphatasen und zum anderen durch eine durch Konfor-

mationsänderungen hervorgerufene Störung der Interaktion mit diesen Enzymen 

ausgelöst (Iqbal et al., 2005).  

Bei AD Patienten lagert sich das abnorm hyperphosphorylierte Tau zu NFTs oder 

feineren Neuropilfäden (sog. „neuropil threads“) zusammen. Diese Fibrillen be-

sitzen eine schlechte Löslichkeit und wirken neurotoxisch, indem sie sowohl den 

axonalen Transport von z.B. Nährstoffen verhindern, als auch Synapsen blockie-

ren und damit das Neuron „verklumpen“. Es kommt zur retrograden Degeneration 

betroffener Neurone, die sich mit der Produktion von neuem Tau und der Abkap-

selung der angehäuften NFTs zu retten versuchen (Iqbal & Grundke-Iqbal, 2008). 

Aktuelle Forschungsergebnisse suggerieren, dass der Verbreitung der Tauopa-

thie auf weitere Hirnareale ein Mechanismus der Exosomen-basierten Sekretion 
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der NFT´s und eine Beteiligung der Mikroglia an der Übertragung zu Grunde lie-

gen könnte (Asai et al., 2015; Clavaguera et al., 2009). 

Bemerkenswerterweise sind pathologische Tau-Ablagerungen zwar typisch, 

aber nicht spezifisch für AD. Sie kommen auch in anderen neurodegenerativen 

Erkrankungen wie z.B. bei der kortiko-basalen Degeneration (CBD) oder der pro-

gressiven supranukleären Blickparese (PSP) vor (Lamb et al., 2016). 

Neben der Tauopathie ist die extrazelluläre Akkumulation von Aβ zu sogenann-

ten Amyloid Plaques ein weiteres neuropathologisches Kennzeichen der AD. Au-

ßer dem Aβ, das mit 90% den Hauptbestandteil ausmacht, bestehen die Plaques 

zudem aus Apolipoprotein E, Präsenilin, Ubiquitin und anderen Molekülen (Diaz-

Nido et al., 2002). Das Aβ, dessen genaue Funktion bis heute ungeklärt ist, ent-

steht durch enzymatische Spaltung mittels β- und γ-Sekretasen aus dem APP. 

Das physiologischerweise vorkommende bis zu 42 Aminosäuren lange Peptid 

allein ist nicht toxisch und besitzt vermutlich sogar antimikrobielle Eigenschaften 

(Gosztyla et al., 2018) Erst die Anhäufung zu unlöslichen Amyloid-Plaques stellt 

eine neuropathologische Läsion dar  (Gouras et al., 2015). 

Von den hauptsächlich extrazellulär in der grauen Hirnsubstanz abgelagerten 

Amyloid Plaques können zwei Hauptformen morphologisch unterschieden wer-

den: neuritische (senile) und nicht neuritischen (diffuse) Plaques. Neuritische 

Plaques haben einen zentral gelegenen Amyloid Kern (core), bestehend aus 

dicht zusammengelagerten Aβ-Fibrillen, der von dystrophen Neuriten umgeben 

ist. In ihrer Nähe finden sich zudem aktivierte Mikrogliazellen und Astrozyten, so-

wie molekulare Entzündungsmediatoren (Zytokine, C-reaktives Protein). Diffuse 

Plaques hingegen haben keinen Amyloid Kern mit dystrophen, Tau-immunore-

aktiven Neuriten eingeschlossen, weisen nur zum Teil Amyloid auf und liegen 

weiter verstreut und weniger konzentriert im Extrazellularraum (EZR) als die se-

nilen Plaques (Itagaki et al., 1989).  

Elektronenmikroskopische Untersuchungen von postmortalen Gehirnen konnten 

zeigen, dass alle Formen der Plaques, diffuse Plaques eingeschlossen, durch 

eine umliegende neuritische und synaptische Dystrophie gekennzeichnet sind 

(Gouras et al., 2010; Takahashi et al., 2004). 
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Dennoch gilt es zu beachten, dass das Vorhandensein von Plaques zwar ein 

Diagnosekriterium von AD darstellt, aber alleine betrachtet nicht direkt zum Aus-

bruch der AD, gemessen am Abbau kognitiver Fähigkeiten, führt, da Amyloid-

Plaques ohne Tau-Ablagerungen auch bei älteren Personen ohne Zeichen einer 

Demenz beschrieben worden sind  (Mortimer, 2012). 

Eine etwas neuere Hypothese zur Entstehung der AD basiert auf Mechanismen 

der Neuroinflammation, einer hirnspezifischen, durch die Mikroglia getragenen 

Immunantwort. Der Mikroglia werden sowohl neuroprotektive als auch neurotoxi-

sche  Eigenschaften beigemessen  (Aguzzi et al., 2013). Während die meningea-

len, perivaskulären und die im Plexus choroideus befindlichen Makrophagen 

myeloischer Herkunft sind, entstammt die intraparenchymatöse Mikroglia dem 

Dottersack  (Alliot et al., 1999; Ginhoux et al., 2010) (Abbildung 3). Somit stellen 

die Mikrogliazellen und die aus dem Knochenmark stammenden Monozy-

ten/Makrophagen zwei genetisch distinkte Zellpopulationen dar, mit unterschied-

lichen Charakteristika und Funktionen (Hickman et al., 2013). 
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Abbildung 3: Darstellung der unterschiedlichen Herkunft von Mikroglia und Makrophagen 
des ZNS, Quelle: Science, mit freundlicher Genehmigung von Prof. Aguzzi (Aguzzi et al., 
2013) 
 

Im physiologischen Zustand findet man im Gehirn die sog. „ruhende“ Mikroglia. 

Diese weist einen runden, kompakten Zellkörper und stark verzweigte Fortsätze, 

die Kontakt zu den Synapsen herstellen, auf. Die ruhende Mikroglia misst etwa 

3x8 µm, wohingegen die aktivierte Mikroglia mit rund 20x15 µm deutlich größer 

ist.  

Es wird inzwischen von einer Vielzahl von Neurowissenschaftlern angenommen, 

dass die Mikroglia/Makrophagen auf Veränderungen im Hirngewebe im Verlauf 

der AD unterschiedlich reagieren. So wurden im Laufe der letzten Jahre mehrere 

sog. Polarisationszustände dieser Zellen beschrieben und definiert: die klassi-

sche Aktivierung (M1) und die alternative Aktivierung (M2), wobei hier manche 
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Autoren noch zusätzlich zwischen M2a und M2b oder sogar M2c unterscheiden  

(Walker & Lue, 2015). 

Die klassische M1-Polarisation ist offenbar proinflammatorisch und ruft zytotoxi-

sche Mediatoren hervor, während die alternative M2-Polarisation die Inflamma-

tion dämpft und die Geweberegeneration fördert (Block et al., 2007; Chawla et 

al., 2011). Dies scheint eine etwas vereinfachte Ansicht der unterschiedlichen 

Funktionen aktivierter Mikroglia zu sein, liefert jedoch wichtige Informationen zum 

proinflammatorischen oder phagozytierenden Phänotyp.  

In den letzten Jahren wurden mehrere Marker für die jeweiligen Polarisationssta-

dien der Mikroglia/Makrophagen beschrieben, wobei unter den Wissenschaftlern 

noch keine Einigkeit diesbezüglich erreicht wurde.  

Die Verfügbarkeit von Markern zur Identifizierung unterschiedlicher Phänotypen 

ist relativ limitiert und die aktuell verfügbaren Antikörper erlauben lediglich inkom-

plette Informationen zur Funktion oder zum Polarisationsstatus der Mikroglia im 

Hirngewebe von Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen.  

Ein häufig eingesetzter Marker, der sowohl ruhende als auch aktivierte Mikroglia 

sowie periphere Makrophagen markiert, ist CD68, auch unter dem Namen Macro-

sialin bekannt  (Holness & Simmons, 1993). CD68 ist ein Oberflächenprotein und 

ein Zelladhäsionsmolekül, gehört zur Familie der Klasse D Scavenger-Rezepto-

ren und markiert auch Lysosome, so dass er auch zur Darstellung aktiv phagozy-

tierender Mikroglia geeignet ist (Fiala et al., 2002). Mit Hilfe dieses Markers konn-

ten an postmortem Hirngewebe in zahlreichen Studien Hirnregion-abhängige Un-

terschiede in gesunden Gehirnen (Mittelbronn et al., 2001) sowie eine Zunahme 

im Verlauf der AD verzeichnet werden (Dal Bianco et al., 2008). 

Zur Identifizierung „aktivierter“ Mikroglia und vor allem des M1-Polarisationssta-

tus wird häufig das „Major Histocompatibility Complex class II“ (MHC-II) Protein 

HLA-DR eingesetzt  (Heneka et al., 2015; Perry et al., 2010). MHC-II wird von 

antigenpräsentierenden Zellen auf der Zelloberfläche exprimiert und ist verant-

wortlich für Antigenerkennung und Aktivierung des adaptiven Immunsystems. In-

nerhalb des Gehirns wird es primär von Mikroglia exprimiert und gilt als Marker 

aktivierter Zellen, obwohl es vermutlich auch schwächer von ruhenden Zellen ex-



11 
 

primiert wird (Lee et al., 2002). In mehreren Studien konnte eine deutliche Akku-

mulation von HLA-DR+ Mikrogliazellen um Amyloid-Plaques und NFTs bei AD 

Patienten und in der Umgebung der Substantia nigra bei Parkinson Patienten 

nachgewiesen werden (Akiyama et al., 2000; McGeer et al., 1988). Die enge In-

teraktion aktivierter HLA-DR exprimierender Mikroglia mit AD typischen patholo-

gischen Veränderungen deutet auf eine Aktivierung der Mikroglia durch diese 

Strukturen hin und lässt vermuten, dass diese nun aktivierte Mikroglia mit ihrer 

proinflammatorischen Ausrichtung den pathologischen Prozess weiter vorantrei-

ben (Walker & Lue, 2015).  

Für den alternativen M2-Polarisationsstatus werden am häufigsten die Marker 

CD163 und CD206 eingesetzt (Fabriek et al., 2005; Lau et al., 2004; Moehle & 

West, 2015; Walker & Lue, 2015). 

CD163 ist ein membranständiges Glykoprotein, welches zu der Klasse B der 

Scavenger-Rezeptoren gehört und verantwortlich für die Beseitigung extrazellu-

lärer Haptoglobin-Hämoglobin-Komplexe ist (Schaer et al., 2007). Es ist in der 

Lage sowohl Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien zu erkennen und 

zu binden und spielt daher eine wichtige Rolle in der Immunabwehr (Fabriek et 

al., 2009). Es besitzt zudem immunregulatorische Funktionen und ist mit der Auf-

lösungsphase der Inflammation assoziiert (Pey et al., 2014). Zu der Rolle und 

Verteilung CD163 exprimierender Zellen im Verlauf der AD gibt es zum aktuellen 

Zeitpunkt nur wenige Daten (Dal Bianco et al., 2008; Pey et al., 2014).  

CD206 ist ein Mannose-Rezeptor, der der Erkennung mikrobieller Kohlenhydrate 

dient und die Phagozytose seiner Liganden einleitet. Er aktiviert immunsupp-

resive Signalwege, die in verringerten Konzentrationen von proinflammatori-

schen Mediatoren wie Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und Interleukin-12 (IL-12) 

und erhöhten Expressionsspiegel von antiinflammatorischen Faktoren wie IL-10 

und IL-1Rα resultieren (Chieppa et al., 2003; Kerrigan & Brown, 2009). Er stellt 

somit einen protypischen Oberflächenmarker für vor allem perivaskulär sitzender 

antiinflammatorischer, M2 gepolter Mikroglia dar (Galea et al., 2005).  

Diese Studienergebnisse untermauern die Neuroinflammationshypothese, bei 

der davon ausgegangen wird, dass eine aberrante Aktivierung der Mikroglia 

Funktionsstörungen und den Untergang von Neuronen vorantreiben. Zusätzlich 
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wird diese Hypothese von genomweiten Assoziationsstudien unterstützt, die Po-

lymorphismen in inflammationsassoziierten Genen (HLA-DR B1/B5 eingeschlos-

sen) als Risikofaktor für die Entstehung von AD identifizieren konnten (Lambert 

et al., 2013). Somit könnte die Mikrogliaaktivierung auch als Kausalfaktor und 

weniger als „Begleiterscheinung“ der AD-Pathologie angesehen werden. 

Jüngste Forschungsergebnisse konnten distinktive Unterschiede in der Funktion 

von hirnständiger Mikroglia und „bone marrow derived microglia“ (BMDM) nach-

weisen und heben die neuroprotektiven Eigenschaften letzterer hervor. Dieser 

Effekt wird dadurch erklärt, dass BMDM, im Gegensatz zur Mikroglia, die ihre 

Ausrichtung auf inflammatorische Zustände z.B. ändern und diese beschleuni-

gen, ihre funktionelle Spezialisierung auch nach dem Einwandern ins CNS be-

halten (London et al., 2013). 

Der wichtigste Rezeptor dieser Zellen ist der C-Chemokin Rezeptor Typ 2 

(CCR2), der auf der Oberfläche von Monozyten, einem kleinen Teil von natürli-

chen Killerzellen (NK) und T-Zellen exprimiert wird und die Migration von Lym-

phozyten, dendritischen Zellen des peripheren Blutes und Monozyten/Makropha-

gen vermittelt (Mack et al., 2001; Saederup et al., 2010). CCL2 als Hauptligand 

von CCR2 bindet ausschließlich an BMDM/Monozyten und ist der stärkste Akti-

vator der Signaltransduktionskette für die Leukodiapedese von BMDM ins Hirn-

parenchym (Conductier et al., 2010; Deshmane et al., 2009). In AD Mausmodel-

len wurde gezeigt, dass Aß die Expression des inflammatorischen CCL2 stimu-

liert, das zwar keinen Effekt auf die Aß Produktion hat, aber die Ausbildung von 

Aß-Oligomeren und Progression der neurokognitiven Dysfunktion nachweislich 

beschleunigt (Kiyota et al., 2009; Yamamoto et al., 2005). Welche Rolle die aus 

dem Blut eingewanderten CCR2+ Monozyten bei der Pathogenese der AD ein-

nehmen ist weitestgehend ungeklärt. Haben sie mit ihren phagozytotischen Ei-

genschaften einen positiven Einfluss auf die Beseitigung der Amyloid Plaques, 

oder befeuern sie nur wieder die inflammatorische Kaskade indem sie z.B. wei-

tere Leukozyten anlocken?  
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1.4 Auswahl der zu untersuchenden Hirnregionen und Zielsetzung der 
vorliegenden Arbeit: 
 
Basierend auf der unterschiedlichen Vulnerabilität verschiedener Hirnregionen 

gegenüber Alzheimer-assoziierten Veränderungen, wurden für die Untersuchun-

gen folgende Regionen ausgewählt:  

- der Hippokampus, (HC), der laut klassischer Stadieneinteilung als eine der 

am frühesten befallenen kortikalen Regionen beschrieben wird (Stadium 

I-II) 

- der okzipitale Kortex (OL), als eine der am spätesten, im Endstadium be-

fallenen Regionen im Verlauf der AD (Stadium V-VI) 

- das Kleinhirn (KH), das weitgehend von Tau-Ablagerungen auch im fort-

geschrittenen Stadium ausgespart bleibt und 

- der Hirnstamm (HS) (speziell die Region um den Locus coeruleus (LC) ), 

der zwischen dem kaum betroffenen Rückenmark und dem stark betroffe-

nen Großhirn lokalisiert ist und daher von besonderem Interesse ist (Giess 

& Schlote, 1995). Insbesondere auch weil seine Beteiligung an der AD 

kontrovers diskutiert wird: abnormale Tau-Ablagerungen konnten im Co-

eruleus-/Subcoeruleuskomplex, ohne Vorliegen von NFTs oder Amyloid-

ß, in Gehirnen von jungen Individuen nachgewiesen werden (Braak & Del 

Tredici, 2011). 

 

Zielsetzung der Arbeit war es, an den oben genannten, unterschiedlich vulnerab-

len Hirnregionen, das Ausmaß und die Verteilung der verschiedenen, in der Ein-

leitung bereits beschriebenen Mikrogliasubpopulationen im Verlauf der AD-Pro-

gression mittels immunhistochemischen Untersuchungen zu identifizieren und 

mit einer Kontrollgruppe, bestehend aus Patienten ohne klinischen und neuropa-

thologischen Nachweis einer neurologischen oder neurodegenerativen Erkran-

kung zu vergleichen. Dies sollte uns einen Einblick in die Funktion hirneigener 

Immunzellen (Mikroglia) im Verlauf der AD Erkrankung ermöglichen und auch 

Informationen über eine eventuelle Mitbeteiligung eingewanderter Immunzellen 



14 
 

(Monozyten) an den neurodegenerativen Veränderungen liefern, um so ein bes-

seres Verständnis über die Rolle der Neuroinflammation bei der Entstehung und 

Progression zu erzielen.  

Die zunehmende Gewinnung von Erkenntnissen bezüglich der Neuroinflamma-

tion gibt Anlass zur Hoffnung, dass durch gezielt eingesetzte immunmodulie-

rende Therapieansätze, zunehmend verbesserte Ergebnisse in der Behandlung 

neurodegenerativer Erkrankungen in naher Zukunft erreicht werden könnten.  

 

2. Material und Methoden 

2.1 Untersuchte Fälle und Hirnregionen 
 
Untersucht wurde formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes Hirngewebe von 

28 Fällen aus der 1999 (Ethikvotum der Universität Würzburg 78/99) in der Neu-

ropathologie Würzburg etablierten Hirnbank. Das Gewebe wurde mit Zustim-

mung der Spender zu Lebzeiten oder mit Zustimmung der nächsten Angehörigen 

entnommen und für die Studie zusätzlich ein Ethikvotum der Universität Würz-

burg eingeholt (99/11). Die Entnahme des Hirngewebes fand im Rahmen klini-

scher Sektionen zwischen den Jahren 1999 und 2012 statt und wurde in der Ab-

teilung für Neuropathologie des Instituts für Pathologie der Universität Würzburg 

neuropathologisch begutachtet.  

Die Schweregradeinteilung der Alzheimer Erkrankung (=Stadieneinteilung) ge-

schah nach Braak und Braak (Braak & Braak, 1991) und den sog. CERAD-Krite-

rien (Fillenbaum et al., 2008) (Hyman et al., 2012; Montine et al., 2012) und ergab 

die Einteilung in drei Gruppen: 

1. Braak-Stadium 0-I, CERAD A: 9 Patienten  

2. Braak-Stadium III-IV, CERAD A-B: 8 Patienten 

3. Braak-Stadium V-VI, CERAD C: 11 Patienten 

 

Durch Einsicht in die Patientenakten wurden demografische und klinische Daten 

wie Alter, Geschlecht, Todesursache und Stunden/Tage postmortal bis zur Ent-

nahme und Fixierung des Gehirns in Formalin erfasst.  



15 
 

Das Alter der Patienten rangierte zwischen 40 und 86 Jahren, der Altersdurch-

schnitt lag bei 72 Jahren. Die Geschlechterverteilung war leicht unausgeglichen, 

mit 17 weiblichen und 11 männlichen Patienten. Die häufigste Todesursache der 

Patienten (14 von 28 Probanden) war Herzkreislaufversagen.  

Wie in der Einleitung bereits erwähnt, wurden für die Untersuchungen 4 verschie-

dene Hirnregionen mit unterschiedlicher Vulnerabilität gegenüber Alzheimer-as-

soziierten Veränderungen ausgewählt: Hippokampus, okzipitaler Kortex, Klein-

hirn und Brücke. Die untersuchten Regionen sind in Abbildung 4 dargestellt.  

 

 
Abbildung 4: Übersichtsdarstellung der untersuchten Hirnregionen. 
a: Kleinhirn; b: Hippokampus; c: Hirnstamm (Brücke); d: Okzipitallappen (Markscheidenfär-
bung Klüver-Barrera) 
 

Da in manchen Fällen die zu untersuchende Region fehlte oder das eingebettete 

Gehirnmaterial nicht ausreichend war, musste für die Präparate mit der Fallnum-

mer 9, 16, 20 und 21 wiederholt Gewebe aus dem formalinfixierten Gehirn ent-

nommen und eingebettet werden. Alle Präparate konnten anschließend gefärbt 
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und ausgewertet werden. Einen Überblick über das Patientenkollektiv, eingeteilt 

in ihre 3 Gruppen, findet sich in Tabelle 1.  
 
Tabelle 1: Übersicht über n=28 Patienten eingeteilt in 3 Gruppen nach Braak und Braak, 
1991 

Gruppe Fall Alter p.m. Sex Todesursache  Braak CERAD 
1 1 80 23 m 

  
Herzkreislaufversagen I 0 

1 2 40 40 w  Herzkreislaufversagen 0 0 
1 3 62 48 w  Reanimation Hypoxie I 0 
1 4 69 72 m  Bronchopneumonie 0 0 
1 5 69 48 m  Aneurysmaruptur (Bau-

chaorta) 
I B 

1 6 51 12,5 w  Linksherzversagen I 0 
1 7 71 24 w  Bronchopneumonie 0 0 
1 8 85 20,5 m Linksherzversagen I 0 
1 9 66 19 m  Herzkreislaufversagen I 0 

2 10 77 24 w  Herzkreislaufversagen III B 
2 11 78 38 w  Tumorkachexie IV 0 
2 12 75 20 w  Herzkreislaufversagen IV B 
2 13 85 46 w  Respiratorisches Versagen III A 
2 14 64 24 m  Arrosionblutung mit 

Volumenmangelschock 
III 0 

2 15 86 60,5 w  Volumenangelschock III B 
2 16 77 28 w  Rhythmogenes Herzversagen III k.A. 
2 17 62 24 m  Septisches Multiorganver-

sagen 
IV 0 

3 18 74 26 w  Zentrale Regulationsversagen V C 
3 19 65 24 w  Bronchopneumonie V C 
3 20 80 24 w  Herzkreislaufversagen VI C 
3 21 76 21 w Aspirationspneumonie v C 
3 22 63 <24 m  Rechtsbetontes HKV V k.A. 
3 23 64 12 w  Fulminante Lungenembolie  VI C 
3 24 78 24 m  Herzkreislaufversagen VI C 
3 25 85 17 w  Rechtsbetontes HKV V C 
3 26 76  48 m  Herzkreislaufversagen V C 
3 27 71 12 m  Bronchopneumonie V C 
3 28 82 24 w  Bronchopneumonie V k.A. 

0-I= Kontrolle, III-IV= intermediäres AD, V-VI = fortgeschrittenes AD; p.m= postmortem 
Intervall in Stunden bis zur Fixierung in Formalin, HKV=Herzkreislaufversagen 
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2.2. Vorbehandlung der Präparate 
 
Den zuvor in 4%iger Formalinlösung fixierten Gehirnen wurden in klinischer 

Sektion nach dem neuropathologischen Standardprotokoll etwa 2x2 cm große 

Proben entnommen. Zum Entwässern des Gewebes und zur Aufbereitung der 

Paraffinblöcke wurden die zugeschnittenen Proben über Nacht in das Vacuum 

Impression Processor (VIP) Gerät gegeben (Fa. Sakura, Artikelnummer: 6040). 

Danach wurden die Proben aus dem Paraffin entnommen und zu Paraffinblö-

cken gegossen. Aus den gekühlten Sektionsblöcken wurden am Mikrotom 4-5 

µm dicke Schnitte hergestellt und über ein kurzes Strecken im 36 °C warmen 

Wasserbad auf die besser haftenden polylysinbeschichteten Super Frost Ob-

jektträger (Fa. R. Langenbrink, Germany) aufgezogen. Die fertigen Schnitte 

trockneten über Nacht bei Raumtemperatur. 

 

Entparaffinierung 

Nach Erwärmung der Schnitte auf einer Heizplatte erfolgte die Entparaffinierung 

in einer absteigenden Alkoholreihe: 

1) Xylol für 2×10 Minuten 

2) 100% Ethanol für 5 Minuten 

3) 96% Ethanol für 5 Minuten 

4) 70% Ethanol für 5 Minuten 

5) Aqua dest. für 5 Minuten 

6) Inkubation in TBS-Puffer pH 7,6 bei 37 Grad für 10 min  

 

2.3 Immunhistochemische Färbung 
 
Für die Identifizierung verschiedener Zelltypen wurden Antikörper-basierte im-

munhistochemische Färbemethoden verwendet. Hierbei wird mit der Epipop tar-

get retrieval Methode die durch Fixierung mit aldehydhaltigem Formalin unzu-

gänglichen Antigene immunhistochemisch freigesetzt. Formaldehyd induziert die 

Entstehung von Querverbindungen zwischen Aminosäureseitenketten von Pro-

teinen. Auf diese Weise wird ein Ausgangsmolekül soweit denaturiert, dass seine 
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Bindungsstellen für immunhistochemische Antikörper maskiert werden bzw. ver-

loren gehen.  

Die von (Shi et al., 1991) erstmalig beschriebene Methode bricht fixierungsbe-

dingte Aminosäure-Querverbindungen durch Erhitzen der Schnitte in einer Mik-

rowelle auf Temperaturen von über 100° C auf und setzt Antikörperbindungsstel-

len für immunhistochemische Färbungen wieder frei. Verwendet wurde hierfür 

ein handelsüblicher Dampfkochtopf der Marke Silit. Jeweils 10 - 20 Schnitte, zu-

sammen auf einen Ständer gesetzt, werden in einen Einsatz gegeben und voll-

ständig mit Citratpuffer pH 6,0 bedeckt und für 10 Minuten gekocht. Danach lässt 

man die Präparate 45 Minuten in Pufferlösung abkühlen.  

 

Blocken der endogenen Peroxidase 

Das Enzym Peroxidase ist endogen in Erythrozyten und Granulozyten enthalten. 

In besonders gefäßreichen Abschnitten kann es daher zu Reaktionen mit DAB 

kommen. Der Primärantikörper wird ebenfalls Peroxidase- abhängig durch das 

Avidin-Biotin-Konjugat in sein farbiges Endprodukt umgewandelt und kann durch 

die endogene Peroxidaseaktivität zu falsch positiven Färbeergebnissen führen. 

Daher ist es sinnvoll die endogene Peroxidase vorher zu blockieren. Dafür wer-

den die Objektträger für 15 Minuten bei Raumtemperatur in einer wasserstoffper-

oxidhaltigen Lösung (100 ml Aqua dest. und 2,4 ml H2O2) inkubiert. Anschließend 

werden sie gründlich in Aqua dest. gespült und in eine Küvette mit TBS pH 7,6 

überführt. 

 

Proteinblock: Blocken unspezifischer Antigene 

Kollagenfasern sind geladene Bindegewebsbestandteile und können den ver-

wendeten Antikörpern fälschlicherweise als Bindungsstelle dienen. Damit dies 

nicht auch zu falsch positiven Ergebnissen führt, müssen die Bestandteile vor 

Zugabe des Primärantikörpers mit Ziegenserum (10% non immune goat serum, 

Fa. Invitrogen) geblockt werden. Die Proteinbestandteile des Ziegenserums la-

gern sich ihrer elektrischen Ladung entsprechend an freie Bindegewebsstruktu-

ren an und geben so den verwendeten Antikörpern keine Möglichkeit zu sich fest-

zusetzen. (Bourne, 1983) Die Objektträger werden mit je 150 µl Ziegenserum 
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beschichtet und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wird 

das Serum nicht abgespült, sondern lediglich auf ein Papier abgetropft. 

 

Die Streptavidin-Biotin-Peroxidasekomplex-Methode 

Seitdem die Streptavidin-Biotin-Peroxidasekomplex-Methode, eine indirekte Im-

munperoxidasefärbetechnik, von (Hsu et al., 1981) beschrieben wurde, ist sie auf 

Grund ihrer hohen Sensitivität und der guten Durchführbarkeit in histopathologi-

scher Diagnostik und Forschung eine der am häufigsten verwendeten Färbeme-

thoden. 

Grundsätzlich beruht die Methode auf einer Antigen-Antikörper- Reaktion, bei der 

zunächst der Primärantikörper an das im Gewebe befindliche Antigen bindet. Der 

gegen den Fc-Teil des Primärantikörper gerichtete Sekundärantikörper (Link-An-

tikörper) bindet wiederum an den Primärantikörper. Durch die Verknüpfung mit 

einem Biotinmolekül ist der Sekundärantikörper in der Lage eine Verbindung mit 

dem Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Konjugat (Label Enzymkomplex) einzuge-

hen. 

Das Verhältnis zwischen dem Peroxidase-Enzym und Antikörper ist bei der indi-

rekten im Vergleich zur direkten Nachweismethode, bei der der Primärantikörper 

bereits mit dem Peroxidase-Enzym verknüpft ist, höher, so dass es zu einer ver-

stärkten Färbereaktion kommt. Das Avidin des Enzymkonjugats besitzt vier Bin-

dungsstellen. Nur eine ist durch Biotin-Avidin Bindung mit dem Sekundärantikör-

per besetzt. Die drei freien Bindungsstellen lassen weitere Streptavidin-Biotin-

Peroxidasekomplexe binden, die damit die Färbereaktion verstärken. 

Um die Antigen-Antikörper Reaktion lichtmikroskopisch sichtbar zu machen, ver-

wendet man als Substrat für die Peroxidase 3,3‘-Diaminobenzidintetrahydrochlo-

rid (DAB). Dieses bildet in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid einen Enzym-

Substrat Komplex. In der folgenden Redoxreaktion dient es dabei als Elektronen-

donator. Das DAB wird oxidiert, gibt Elektronen ab und wird an der Stelle der 

Antigen-Antikörper Reaktion zu einem unlöslichen, braunen Polymer. 

(Heyderman, 1979; Naish et al., 1989)  
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Durchführung der immunhistochemischen Färbungen 

Während der Inkubation kamen die Schnitte in feuchte Kammern, um ein Aus-

trocknen zwischen den Arbeitsschritten zu vermeiden. Sofern nicht anders be-

schrieben, wurde bei Raumtemperatur gearbeitet.  

Vorbehandlung der Paraffinpräparate vgl. 2.2. 

• Den Primärantikörper in die Antikörperverdünnungslösung (gebrauchsfer-

tig, Fa. DCS) pipettieren und mit dem Vortexer-Mixer vermischen.  

• Die Schnitte mit je 110 µL der Lösung benetzen (die Negativprobe wird 

vom Primärantikörper ausgespart und nur mit der Antikörperverdünnungs-

lösung beschichtet) 

• Inkubation für 1 Stunde im Brutschrank bei 36° C 

• Präparate einzeln mit TBS abwaschen und danach je 2 x 5 Minuten in 

separaten Küvetten (für die Negativprobe) in TBS spülen (zwischendurch 

die Lösung wechseln) 

• Präparate mit Zellstoff abtupfen, mit jeweils 150 µl Link-Antikörper be-

schichten (Stravigen-Multilink-Kit der Firma Biogenex) und für 30 Minuten 

inkubieren 

• Präparate nach Ende der Inkubationszeit einzeln mit TBS, sowie anschlie-

ßend in einer Küvette mit TBS-Lösung für 2 x 5 Minuten spülen 

• Präparate dann abtrocknen und mit dem Label-Antikörper beschichten 

(Streptavidin-Peroxidase-Konjugat, Firma Biogenex) 

• Präparate einzeln abspülen und abtrocknen 

• Entwicklung mittels DAB: 20 µl Chromogen in 1 ml Substratpuffer lösen 

(gebrauchsfertig Fa. Dako) und jeden Schnitt für 5 Minuten mit dem Ent-

wickler beschichten. Dann mit TBS und Aqua dest. spülen 

• 2 Minuten Kernfärbung mittels Hämalaun 

• Anschließend 10 Minuten unter fließendem Leitungswasser bläuen und 

mit Aqua dest. nachspülen 

• In aufsteigender Alkoholreihe entwässern: 70% Ethanol für 2 Minuten 

     96% Ethanol für 2 Minuten 

    100% Ethanol für 2 Minuten 

    Xylol für 2 Minuten 



21 
 

Zuletzt werden die Präparate mit xylolhaltigem Histokitt eingedeckt.  

 

Kontrolle 

Um die Qualität und Reproduzierbarkeit der immunhistochemischen Färbetech-

nik zu erhöhen und unspezifische Bindungen der Antikörper auszuschließen, 

lässt man bei jeder Präparatecharge sowohl eine Positiv- als auch Negativkon-

trolle mitlaufen. Die Positivkontrolle stammt aus einem Gewebe, in dem die zu 

untersuchenden Epitope ebenfalls vorkommen und sicher angefärbt werden. Mit 

ihr können nach jeder Charge die Färbemuster der Präparate verglichen werden, 

um zu sehen, ob die Färbung erfolgreich war. 

Als Positivkontrolle dienten für CD68, HLA-DR, CD163, CD206 und CCR2 zwei 

Glioblastomfälle und ein Fall mit einer entzündlich/entmarkenden Gehirnerkran-

kung.  

Für AT-8 wurde ein Fall mit bekannter Alzheimer-assoziierter Pathologie als Po-

sitivkontrolle verwendet. 

Der Negativkontrolle fehlte die Antikörperbeschichtung, ansonsten wurde sie 

identisch behandelt. Mit ihr lässt sich kontrollieren, ob das verwendete Detekti-

onskitt unspezifische Hintergrundreaktionen verursacht. 

 

2.4 Verwendete Antikörper und Reagenzien 
 
Verwendete Antikörper und ihre Verdünnungen 

 
1. CD68-Antikörper, Klon EBM11 (monoklonaler Mausantikörper) der Firma 

Dako (Best.Nr. M0728 Fa. Dako, Denmark) in einer Verdünnung von 1:100 

 

2. HLA-DR-Antikörper, Klone TAL.1B5 (monoklonaler Mausantikörper) der 

Firma DakoCytomation (Best.Nr. M0746 Fa DakoCytomation, Glostrup, Dä-

nemark) in einer Verdünnung von 1:80 

 

3. CD163-Antikörper, Klon 10D6 (monoklonaler Mausantikörper) der Firma No-

vocastra (Best.Nr. NCL-CD163 Fa. Novocastra, Leica Biosystems, UK) in ei-

ner Verdünnung von 1:100 
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4. CD206-Antikörper, Klon 5C11 (monoklonaler Mausantikörper) der Firma BIO-

RAD (Best.Nr. MCA5552Z Fa. BIO-RAD, Hercules, California, USA) in einer 

Verdünnung von 1:500 

 

5. CCR2-Antikörper, Klon 7A7 (monoklonaler Mausantikörper) der Firma Abcam 

(Best.-Nr. ab176390 Fa. abcam, Cambridge, UK) in einer Verdünnung von 

1:800 

 

6. Phospho-Tau-Antikörper, Klon AT-8 (monoklonaler Mausantikörper) der 

Firma Thermo Fisher Scientific (Best.-Nr. MN1020 Fa. ThermoFisher, 

Waltham, USA) in einer Verdünnung von 1:200. 

 

Verwendete Materialien, Reagenzien und Detektionskits 

a) Formalinhaltige Fixationslösung (4%) (Fa. Brüggemann, Heilbronn)  

b) Superfrost-Objektträger (Fa. R. Langenbrink, Germany) 

c) TBS-Lösung mit dem pH 7,6 zum Spülen. 

Herstellung der Stammlösung: 121,1 g Tris (Best.-Nr. 1086 Fa. Appli-

Chem) und 169,4 g NaCl (Best.-Nr. 3597 Fa. AppliChem) werden in 1000 

ml Aqua bidest. gelöst. Dann wird 100 ml 25% HCl (Best.-Nr. 0658 Fa. 

AppliChem) hinzugefügt und das Volumen auf 2000 ml mit der nötigen 

Menge an Aqua bidest. aufgefüllt. Schließlich erfolgt die Einstellung des 

pH-Wertes auf den Wert 7,6. Die Stammlösung wird kurz vor Gebrauch 

mit Aqua bidest. im Verhältnis 1:10 verdünnt. (100 ml Stammlösung auf 

900 ml Aqua bidest.) 

d) Während des „epitope target retrievals“ kommt ein Citratpuffer pH 6,0 als 

Kochpuffer im Dampfdruckkochtopf (Fa. Silit) zum Einsatz 

Herstellung: 5,1 g NaOH-Plätzchen (Best.-Nr. 1.06498 Fa. Merck) werden 

in einem Liter Aqua dest. gelöst und dann 10,5 g Zitronensäure-Monohyd-

rat (Best.-Nr. 1350 Fa. AppliChem) hinzugefügt. Die Lösung wird auf 2500 

ml mit der dazu nötigen Menge an Aqua dest. aufgefüllt und der pH auf 

6,0 eingestellt. 
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e) Für das Blocken der endogenen Peroxidase werden 2,4 ml 30 % H202 

(Best.-Nr. 1134 Fa. AppliChem), in 100 ml Aqua dest. gelöst. 

f) Als Proteinblock dient Ziegenserum (10% ready to use, non immune goat 

serum, Bestell-Nr. 50-062Z Fa. Invitrogen). 

g) Die Verdünnung des Primärantikörpers erfolgt mit gebrauchsfertiger Anti-

körperverdünnungspufferlösung (Best.-Nr. ALI20R100 Fa. DCS)  

h) Das Link-Kit enthält ein Diluent (Best.-Nr. HK165-5KE Fa. Biogenex) und 

einen biotinilierten Multi-Link-Antikörper (Best.-Nr. HK268-UKE Fa. Bioge-

nex), das Label-Kit ebenfalls ein Diluent (Best.-Nr. HK157-5KE, Fa. Bio-

genex) und einen Peroxidase-konjugierten Streptavidin-Label-Antikörper 

(Best.-Nr. HK320-UKE Fa. Biogenex). Die jeweilige Verdünnung wurde 

gemäß den Angaben des Herstellers (1ml Antikörper auf 100 ml Diluent) 

hergestellt.  

i) Für die Entwicklung der Schnitte wurde DAB (3,3‘-Diaminobenzidintetra-

hydrochlorid) verwendet. Hierfür wird ein Kit, bestehend aus DAB + Chro-

mogen und DAB + Substratpuffer genutzt (Best.-Nr. K3468 Fa. DAKO). 

Aufgrund der Instabilität des DABs darf die Lösung erst kurz vor der An-

wendung angesetzt werden: 1 Tropfen (20 µl) DAB-Chromogen wird in 1 

ml Substratpuffer gelöst. 

j) Die Kernfärbung erfolgt mittels Hämalaun. 

Ansetzen Hämalaun nach Meyer: 1,2 g Hämatoxylin (Best.-Nr. 3816.2 Fa. 

Roth), 0,2 g Natriumjodat (Best.-Nr. 106525 Fa. Merck), 50 g Aluminium-

kaliumsulfat-Dodecahydrat (Best.-Nr. 101042 Fa. Merck), 50 g Chloral-

hydrat (Best.-Nr. 102425 Fa. Merck) und 1 g Zitronensäure (Best.-Nr. 

100244 Fa. Merck) nacheinander in einigen Millilitern Aqua dest. auflösen 

und auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen. Die Lösung über Nacht auf ein 

Magnetrührgerät stellen. Das Behältnis anschließend abdecken und vor 

der Benutzung etwa 4 Wochen reifen lassen. 

k) Xylolhaltiges Eindeckmittel: Histokitt (Best.-Nr. 1025 Fa. Glaswarenfirma 

Karl Hecht) 

Verwendete Chemikalien zum Adjustieren des pH- Wertes der Pufferlö-

sungen: 2 molarige HCl (Best.-Nr. 2533 Fa. AppliChem), 1 molarige HCl 
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(Best.-Nr. 1434 Fa. AppliChem), 2 molariges NaOH (Best.-Nr. 2518 Fa. 

AppliChem), 1 molariges NaOH (Best.-Nr. 1.09137 Fa. Merck) 

 

2.5 Auswertung der Färbeergebnisse 
 
Die Auswertung der gefärbten Präparate hinsichtlich der verschiedenen Mikrog-

lia-Zellpopulationen (CD68, CD163, CD206, HLA-DR, CCR2) und Tau-Fibrillen 

(AT-8), erfolgte mikroskopisch in 20-facher Vergrößerung und einer am Mikro-

skop (Olympus BX508) verbundenen Kamera (Olympus DP27). Für jeden Anti-

körper wurden 10 randomisierte Fotos pro Objekträger angefertigt, um eine mög-

lichst große und für den ganzen Schnitt repräsentative Fläche zu erhalten. Die 

Fläche der 10 Bilder zusammen beträgt 10,34 mm2. Die Auszählung der im 

Cortex liegenden braun gefärbten Mikroglia erfolgte unter Verblindung, also ohne 

Kenntnis der Schweregradeinteilung.  

Mit Hilfe eines Bildverarbeitungsprogrammes (Software Biomas, Universitätskli-

nik Erlangen, Abteilung für Strahlentherapie) wurden die Färbeergebnisse quan-

titativ ausgewertet. Für jede Antikörperfärbung wurden vor der Auszählung zell-

morphologische Parameter, wie Größe und Färbeintensität, ab der eine Zelle als 

positiv zu werten ist, festgelegt und während des Durchlaufs nicht verändert. Das 

Programm überschrieb die Daten automatisch in eine eigens dafür erstellte 

Excel-Makro. Die Anzahl der in den 10 fotografierten Gesichtsfeldern sichtbaren 

Mikrogliazellen wurde mit der Fläche verrechnet und in Anzahl/mm2 gespeichert.  

Auf diese Weise wurden insgesamt 8400 Aufnahmen ausgewertet. 

  

2.6 Statistik 
 
Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde die Software SPSS verwen-

det. Die Daten der unterschiedlichen Gruppen und Gehirnregionen wurde mittels 

ein-, beziehungsweise univariaten Varianzanalyse (ANOVA) und dem Post-hoc- 

Test nach Bonferoni analysiert. Für die Verhältnisanalyse der HLA-DR, CD163 

und CD206 Mikrogliapopulationen wurde ebenfalls eine ANOVA und der Post-

hoc-Test nach Bonferoni angewandt. Für das Signifikanzniveau wurden p-Werte 

< 0.05 als statistisch signifikant gewertet. 
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3.  Ergebnisse 

3.1 Demographische Daten des untersuchten Patientenkollektivs 
 
Untersucht wurden 28 Patienten, eingeteilt in drei Gruppen: die Kontrollgruppe 

enthielt 9, die intermediäre AD 8 und die fortgeschrittene AD 11 Patienten. In 

Tabelle 2 sind die demographischen Daten der Fälle zusammengefasst.  
 
Tabelle 2: Demographische Daten der untersuchten Fälle. 
 Gesamt Kontrolle 

Braak 0-I 
interm.AD 

Braak III-IV 
fortg.AD 

Braak V-VI 
Geschlecht 

(m/w) 11/17 5/4 2/6 4/7 

Alter 
(Jahre ± SD) 72.1 ± 10.9 65.9 ± 13.8 75.5 ± 8.7* 74.6 ± 7.9* 

PMI 
(Stunden ± SD) 29.5 ± 15.9 34.1 ± 19.2 33.1 ± 14.1 23.2 ± 9.5 *° 

Braak 
(Stadium ± SD) 3.3 ± 1.9 0.7 ± 0.3 3.4 ± 0.5 5.4 ± 0.6 

PMI = postmortem Intervall; interm. AD = intermediäre Alzheimer Demenz; fortg. AD = fort-
geschrittene Alzheimer Demenz; SD = Standardabweichung; w = weiblich; m = männlich. 
Die statistische Analyse erfolgte mittels ANOVA und Post-hoc Bonferoni, *p < 0.05 versus 
Kontrolle, ° p< 0.05 versus interm. AD  
 

Das Alter der untersuchten AD Patienten lag zwischen 62 und 86 vollendeten 

Jahren. Das mittlere Patientenalter betrug 72 Jahre, der Altersmedian 74.5 Jahre, 

mit einem 68%-Konfidenzintervall von 69,4 bis 73.9 Jahren. Von den 28 Patien-

ten waren 17 weiblich (61%) und 11 männlich (39%). Bezüglich des Alters fanden 

sich signifikante Zusammenhänge zwischen der intermediären AD (75.5 ± 8.7 

Jahre) und Kontrolle (65.9 ± 13.8 Jahre) (p= 0.02), sowie der fortgeschrittenen 

AD (74.6 ± 7.9 Jahre) und der Kontrollgruppe (p=0.04) 

Das postmortem Intervall der fortgeschrittenen AD Fälle war mit 23.2 Stunden im 

Vergleich zur Kontrolle (34.1 Stunden) und intermed. AD (33.1 Stunden) signifi-

kant kürzer (p=0.03) 
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3.2 Verteilung der Mikrogliapopulationen nach Regionen in Abhängigkeit 
vom Krankheitsstadium 
 
Nach entsprechender Aufbereitung der Gehirnproben wurden mit immunhisto-

chemischen Färbungen die CD68+, HLA-DR+, CD163+, CD206+ und CCR2+ 

Mikrogliapopulationen nachgewiesen und quantifiziert. Zur Darstellung AD er-

krankter Neurone (NFTs) diente die Färbung mit AT-8.  

Das Kleinhirn verzeichnete in allen Färbungen eine sehr geringe Dichte an posi-

tiven Zellen mit den jeweiligen Markern. Zwischen den Stadien unterlag die Zell-

dichte auch keiner wesentlichen Schwankung. Deshalb wurde im Folgenden auf 

eine genauere Analyse verzichtet.     

 

3.2.1 CD68 
 
Die Färbung für CD68 konnte für alle 28 Fälle durgeführt werden. Bis auf den 

Hippokampus des Falls 28 war ausreichend Material für die Auswertung vorhan-

den.  

In der Kontrollgruppe sind die ruhenden, ramifiziert erscheinenden CD68+ Zellen 

in niedriger Anzahl disseminiert im Gewebe zu finden. Im Vergleich dazu lassen 

sich in der intermediären und fortgeschrittenen AD ein Anstieg der Zellzahl mit 

teilweiser Ausbildung von kleinen Zellansammlungen (Haufen) um AD-typische 

Läsionen erkennen. Morphologisch erscheinen die Zellkörper, insbesondere in 

der fortgeschrittenen AD, vergrößert und abgerundet und mit weniger Zellfortsät-

zen. 

Die Färbeergebnisse sind exemplarisch an der Hippokampusregion in Abbil-
dung 5 dargestellt, die tabellarische Zusammenfassung der Anzahl CD68+ Zel-

len in Tabelle 3.  
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Abbildung 5: Aufnahmen aus dem Hippokampus (HC) für die Färbung mit CD68 (positive 
Zellen braun angefärbt); a: Kontrolle, b: intermed. AD, c: fortg. AD. Vergrößerung a-c: 200-
fach. In Abbildung d und e: 400-fach vergrößerte Darstellung der Morphologie CD68+ Zellen 
in der intermediären AD (d) bzw. fortgeschrittenen AD (e).  
 

Tabelle 3: Tabellarische Zusammenfassung CD68+ Zellen.  
 Alle Gruppen Kontrollen Interm. AD Fortg. AD 

OL 260.6 ± 121.9 146.8 ± 45.8* 269.0 ± 88.9 347.7 ± 113.3 

HC 435.7 ± 239.5 208.2 ± 103.4* 547.7 ± 214.4  545.4 ± 205.2 

KH 51.7 ± 20.7 39.6 ± 10.9 59.7 ± 23.9 55.9 ± 21.3 

HS 557.3 ± 199.6 435.1 ± 90.9 496.6 ± 197.7 701.4 ± 185.3° 
Angaben in Zellen/mm2 Mittelwert ± Standardabweichung; OL= Okzipitallappen; HC= Hippo-
kampus, HS= Hirnstamm, KH= Kleinhirn; interm. AD= intermediäre Alzheimer Demenz; fortg. 
AD= fortgeschrittene Alzheimer Demenz; *p < 0.05 versus fortg. AD, °p < 0.05 versus Kon-
trolle und intermed. AD, Die signifikanten Unterschiede (p<0.05) basieren auf der statisti-
schen Analyse mittels ANOVA und Post-hoc nach Bonferroni. 
 
3.2.1.1 Vergleich CD68+ Mikroglia innerhalb der Regionen  
 
Im Okzipitallappen (OL) lag die minimale Zelldichte intrakortikaler CD68+ Zellen 

bei 76 Zellen/mm2, die maximale bei 471 Zellen/mm2. In der Kontrollgruppe be-

trug der Mittelwert M=146.8 Zellen/mm2 und die Standardabweichung SD±43.2 
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Zellen/mm2. Im Verlauf stieg die Zelldichte der CD68+ Mikroglia von der Kontroll-

gruppe (M=146.8; SD±45.8) zur Gruppe der intermed. AD (M=269.0; SD±88.9) 

signifikant an (p=0.03), gefolgt von einer weiteren nicht signifikanten Zunahme 

der CD68+ Mikroglia von der intermed. AD zur fortg. AD Gruppe (M=347.7; 

SD±113.3). Die Kontrollgruppe ist gegenüber der fortg. AD höchst signifikant zell-

ärmer (p < 0.001). 

Die minimale Zelldichte der CD68+ Mikroglia im Hippokampus (HC) betrug 73 

Zellen/mm2 (aus der Kontrollgruppe) und die maximale 1002 Zellen/mm2 (aus der 

fortg. AD). Die Zelldichte der CD68+ Mikroglia in der Kontrollgruppe (M=208.2; 

SD± 103.4) nahm zu der intermed. AD (M=547.7; SD±214.4) höchst signifikant 

zu (p < 0.001). Zwischen intermed. und fortg. AD blieb die Zelldichte der CD68+ 

Mikroglia im HC mit einem Mittelwert von M=545.4 und einer Standardabwei-

chung von SD± 205.2 Zellen/mm2 nahezu konstant. Die Kontrollgruppe ist ge-

genüber der fortg. AD höchst signifikant zellärmer (p < 0.001). 

Die minimale Zelldichte der CD68+ Mikroglia im Hirnstamm (HS) ergab 266 Zel-

len/mm2 (aus der Kontrollgruppe), die maximale 911 Zellen/mm2 (aus der fortg. 

AD). Im HS nahm die Zelldichte der CD68+ Mikroglia von der Kontrollgruppe 

(M=435.1; SD± 90.9) zur intermed. AD (M=496.6; SD±197.7) leicht zu und ver-

stärkte sich von der intermed. AD zum fortg. AD (M=701.4; SD±185.3) signifikant 

(p=0.04). Die Kontrollgruppe ist signifikant zellärmer als die fortg. AD (p=0.004). 

 

Abbildung 6 enthält die grafische Darstellung der Verteilung CD68+ Mikroglia in 

den untersuchten Regionen im Krankheitsverlauf.  
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Abbildung 6: Balkendiagramm der CD68+ Zellen im Okzipitallappen (OL), Hippokampus 
(HC), Kleinhirn (KH) und Hirnstamm (HS) von Kontrollgruppe, intermediärer AD-Gruppe (in-
termed. AD) und fortgeschrittener AD-Gruppe (fortg. AD). Die Balken zeigen die Mittelwerte 
der CD68+ Zellen/mm2, Whiskers die Standardabweichung. Die signifikanten Unterschiede 
(p < 0.05), dargestellt durch die Pfeile, basieren auf der statistischen Analyse mittels A-
NOVA und Post-hoc nach Bonferroni. 
 

3.2.1.2 Vergleich CD68+ Mikroglia zwischen den Regionen innerhalb eines 
Stadiums 
 
Vergleicht man die Zelldichten der CD68+ Mikroglia der untersuchten Regionen 

innerhalb einer Gruppe, so ist die Kontrollgruppe des Hirnstamms höchst signi-

fikant zellreicher als die Kontrollgruppen der anderen Regionen (p < 0.001). Zu-

dem sind die Kontrollgruppen des OL und HC signifikant zellreicher als die Kon-

trollgruppe des KH (p= 0,04; p<0.001) 

In der intermed. AD stellte sich der Hippokampus gegenüber dem Kleinhirn (KH) 

und dem Okzipitallappen (OL) mit signifikant höherer Zelldichte dar (p<0.001; 

p=0.01). Der HS war ebenfalls gegenüber dem KH höchst signifikant (p<0.001) 

zellreicher.  

Innerhalb des fortg. AD Stadiums waren die Zelldichten des HS und HC gegen-

über dem KH und OL höchst signifikant höher (p<0.001 für HS vs. OL und KH; 

p=0.01 für HC vs. OL; p< 0.001 für HC vs. KH).  
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Wird die Gesamtzahl aller CD68+ Zellen der unterschiedlichen Regionen, un-
geachtet der AD Progression, über alle Stadien hinweg miteinander verglichen, 

so ist der HS (M=557.3; SD±199,6) die Region mit der signifikant zellreichsten 

CD68 Population und zeigt gegenüber dem HC (M=435.7; SD± 113.3; p=0.03), 

OL (M=260.6; SD±121.9; p<0.001) und KH (M=57.1; SD±28.1; p<0.001) die sig-

nifikant höchste Zelldichte. Des Weiteren ist der HC höchst signifikant zellreicher 

als der OL und das KH (p<0.001). Wobei der OL wiederum höchst signifikant 

zellreicher ist als das KH (p<0.001).  

 

3.2.2 HLA-DR 
 

Um die Verteilung der Mikroglia Subpopulationen mit der Progression der AD zu 

korrelieren, wurden die Mikrogliazellen aus den vier unterschiedlichen Regionen, 

mit verschiedener Vulnerabilität gegenüber AD, mit den Markern für HLA-DR, 

CD163 und CD206 gefärbt. 

Die Färbung für HLA-DR konnte für alle 28 Fälle durchgeführt werden, mit Aus-

nahme des HC des Falls 23. 

 

Die Färbeergebnisse für HLA-DR sind exemplarisch an der Hippokampusregion 

in Abbildung 7 dargestellt.  
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Abbildung 7: Aufnahmen aus dem HC für die Färbung mit HLA-DR (positive Zellen braun 
angefärbt); a: Kontrolle, b: intermed. AD, c: fortg. AD. Vergrößerung a-c: 200-fach. In Abbil-
dung d und e: 400-fach vergrößerte Darstellung der Morphologie HLA-DR+ Zellen in der 
intermediären AD (d) bzw. fortgeschrittenen AD (e). 
 
Die Aufnahme (a) stellt einen Ausschnitt aus der Kontrollgruppe mit insgesamt 

niedriger Anzahl an gleichmäßig im Schnitt verteilten HLA-DR+ Zellen dar. Im 

Vergleich dazu zeigt sich in der intermed. AD (b) und fortg. AD (c) eine Vermeh-

rung der Zellen mit der Tendenz um die Alzheimer-typischen Veränderungen 

kleine Haufen zu bilden.  

 

Tabelle 4: Zelldichte (Zellen/mm2) für HLA-DR+ Mikroglia innerhalb der drei 

Gruppen (Kontroll-, intermed. AD- und fortg. AD- Gruppe) in den untersuchten 

Hirnregionen. 
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Tabelle 4: Tabellarische Zusammenfassung HLA-DR+ Zellen  
 Alle Gruppen Kontrollen Interm. AD Fortg. AD 

OL 227.7 ± 146.3 87.5 ± 52.4* 225.1 ± 89.1 344.27 ± 121.8 

HC 438.2 ± 259.8 200.1 ± 119.7* 498.8 ± 234.0 596.2 ± 221.0 

KH 44.8 ± 21.8 35.4 ± 15.3 46.25 ± 14.44 51.4 ± 26.6 

HS 507.4 ± 228.9 327.9 ± 90.9* 581.6 ± 173.4 600.4 ± 246.9 
Angaben in Zellen/mm2 Mittelwert ± Standardabweichung; OL= Okzipitallappen; HC= Hip-
pokampus, HS= Hirnstamm, KH= Kleinhirn; interm. AD= intermediäre Alzheimer Demenz; 
fortg. AD= fortgeschrittene Alzheimer Demenz; *p < 0.05 versus fortg. AD; Die signifikanten 
Unterschiede (*p<0.05) basieren auf der statistischen Analyse mittels ANOVA und Post-
hoc nach Bonferroni. 
 
3.2.2.1 Vergleich HLA-DR+ Mikroglia innerhalb der Regionen  
 
Für den Okzipitallappen (OL) betrug die minimale Zelldichte intrakortikaler HLA-

DR+ Zellen 32 Zellen/mm2 (aus der Kontrollgruppe), die maximale 548 Zel-

len/mm2 (aus der fortg. AD). Die Kontrollgruppe des OL hatte einen Mittelwert 

von M=87.5 Zellen/mm2 mit einer Standardabweichung von SD=52.4 Zel-

len/mm2. Im Verlauf stieg die Zelldichte der HLA-DR+ Mikroglia von der Kontroll-

gruppe zur intermed. AD (M=225.1; SD±89.1) signifikant an (p=0.03), gefolgt von 

einer weiteren nicht signifikanten Zunahme in der fortg. AD (M=344.3; 

SD±121.8). Die Kontrollgruppe des OL ist höchst signifikant zellärmer als die 

fortg. AD, (p<0.001). 

Die minimale Zelldichte HLA-DR+ Mikroglia im Hippokampus (HC) lag bei 29 

Zellen/mm2 (aus der Kontrollgruppe) und die maximale bei 1169 Zellen/mm2 (aus 

der intermed. AD). Die Zelldichte der HLA-DR+ Mikroglia stieg im HC von der 

Kontrollgruppe (M=200.1; SD±119.7) zur der intermed. AD (M=498.8; SD±234.0) 

signifikant an (p=0.02). Des Weiteren war ein nicht signifikanter Anstieg der Zell-

dichte von intermed. zur fortg. AD (M=596.2; SD± 221.0) bemerkbar. Die Kon-

trolle des HC verglichen mit der fortg. AD war höchst signifikant zellärmer 

(p<0.001). 

Die minimale Zelldichte der HLA-DR+ Mikroglia im Hirnstamm (HS) lag bei 69 

Zellen/mm2 (aus der Kontrollgruppe), die maximale bei 944 Zellen/mm2 (aus der 
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fortg. AD). Im HS stieg die Zelldichte der HLA-DR+ Mikroglia von der Kontroll-

gruppe (M=327.9; SD±90.9) zur intermed. AD (M=581.6; SD±173.4) signifikant 

an (p=0.04) und blieb im fortg. AD (M=600.4; SD± 246.9) annähernd konstant.  

Die HS Kontrollgruppe ist signifikant zellärmer als die fortg. AD (p=0.02). 

 

Abbildung 8 enthält die grafische Darstellung der Verteilung HLA-DR+ Mikroglia 

in den untersuchten Regionen im Krankheitsverlauf.  

 
Abbildung 8: Balkendiagramm der HLA-DR+ Zellen im Okzipitallappen (OL), Hippokampus 
(HC), Kleinhirn (KH) und Hirnstamm (HS) von Kontrollgruppe, intermed. AD und fortg. AD. 
Die Balken zeigen die Mittelwerte der Zellen/mm2, Whiskers die Standardabweichung. Die 
signifikanten Unterschiede (p < 0.05), dargestellt durch die Pfeile, basieren auf der statisti-
schen Analyse mittels ANOVA und Post-hoc nach Bonferroni. 
 

3.2.2.2 Vergleich HLA-DR+ Mikroglia zwischen den Regionen innerhalb ei-
nes Stadiums 
 

Werden die Zelldichten der HLA-DR+ Mikroglia der untersuchten Regionen in-

nerhalb eines Stadiums miteinander verglichen, so zeigte der HS innerhalb der 

Kontrollgruppe die signifikant höchste Zelldichte HLA-DR+ Mikroglia gegenüber 

den anderen Regionen (p<0.001 für HS vs. OL und KH; p=0.01 für HS vs. HC). 

Die Zelldichte der HLA-DR+ Mikroglia in der Kontrollgruppe des HC war zudem 

signifikant zellreicher als die Kontrollgruppen des OL und des KH (p=0.03; p < 

0.001). 
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Innerhalb der Gruppe der intermed. AD waren die Regionen des HC und HS 

signifikant zellreicher an HLA-DR+ Mikroglia als die des OL und KH (p=0.01 für 

HC vs. OL; p=0.003 für HS vs. OL; p<0.001 für HC und HS vs. KH). 

Ein ähnliches Verhältnis ließ sich in der Gruppe der fortg. AD nachweisen. In-

nerhalb dieses Stadiums waren der HC und der HS gegenüber dem OL mit einem 

Signifikanzniveau von p=0.01 (HC) und p= 0,02 (HS) zellreicher. Außerdem wa-

ren HC und HS im Vergleich zum KH höchst signifikant zellreicher (p<0.001). 

 

Wird die Gesamtzahl aller HLA-DR+ Zellen der unterschiedlichen Regionen, un-
geachtet der AD Progression, über alle Stadien hinweg miteinander verglichen, 

so bestehen zwischen den beiden zellreichsten Regionen, dem HS (M=507.3; 

SD±228.9) und dem HC (M=438.2; SD±259.8), kein signifikanter Zusammen-

hang. Im Vergleich zum OL (M=227.7; SD±146.3) und KH (M=44.8; SD±21.8) 

waren beide Regionen höchst signifikant zellreicher (p < 0.001). Der OL war zu-

dem marginal signifikant zellreicher als das KH (p=0.06) 

 

3.2.3 CD163 
 
Die Färbeergebnisse für CD163 sind exemplarisch an der Hippokampusregion in 

Abbildung 9 dargestellt. Auch hier kann eine Zunahme der Anzahl an positiven 

CD163 Zellen zwischen der Kontrollgruppe (links) der interm. AD und der fortg. 

AD beobachtet werden, sowie eine Tendenz zur Ausbildung kleiner Zellhaufen in 

den fortgeschrittenen Stadien (rechts). 

Die Färbung für CD163 konnte für alle 28 Fälle durchgeführt werden, mit Aus-

nahme des OL des Falls 14. 
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Abbildung 9: Aufnahmen aus dem HC für die Färbung mit CD163 (positive Zellen braun 
angefärbt); a: Kontrolle, b: intermed. AD, c: fortg. AD. Vergrößerung a-c: 200-fach. In Abbil-
dung d-f: 400-fach vergrößerte Darstellung der Morphologie CD163+ Zellen in der Kontroll-
gruppe (d) intermediären AD (e) bzw. fortgeschrittenen AD (f). 
 
Tabelle 5: Zelldichte (Zellen/mm2) der CD163+ Mikroglia innerhalb der drei Grup-

pen (Kontroll-, intermed. AD- und fortg. AD- Gruppe) in den untersuchten Hirnre-

gionen. 

Tabelle 5: Tabellarische Zusammenfassung CD163+ Zellen 
 Alle Gruppen Kontrollen Interm. AD Fortg. AD 

OL 98.6 ± 87.3 55.2 ± 51.8 83.0 ± 60.7 144.1 ± 98.5 

HC 89.6 ± 74.5 65.2 ± 57.2 71.4 ± 53.7 117.7 ± 87.5 

KH 10.8 ± 6.9 8.7 ± 2.6 9.5 ± 5.8 13.6 ± 8.6 

HS 119.7 ± 88.0 87.6 ± 66.8 105.6 ± 40.5 155.0 ± 106.7 
Angaben in Zellen/mm2 Mittelwert ± Standardabweichung; OL= Okzipitallappen; HC= Hippo-
kampus, HS= Hirnstamm, KH= Kleinhirn; interm. AD= intermediäre Alzheimer Demenz; fortg. 
AD= fortgeschrittene Alzheimer Demenz; keine signifikanten Unterschiede nach der statisti-
schen Analyse mittels ANOVA und Post-hoc nach Bonferroni. 
 

 



36 
 

3.2.3.1Vergleich CD163+ Mikroglia innerhalb der Regionen  
 

Im Okzipitallappen (OL) beträgt die minimale Zelldichte intrakortikaler CD163+ 

Mikrogliazellen 18 Zellen/mm2 (aus der Kontrollgruppe) und die maximale 375 

Zellen/mm2 (aus der fortg. AD). In der Kontrollgruppe des OL betrug der Mittel-

wert M=55.2 Zellen/mm2 und die Standardabweichung SD±51.8 Zellen/mm2. Im 

Verlauf verzeichnete sich von der Kontrollgruppe zu der Gruppe der intermediä-

ren AD (M=83.0; SD±60.7) ein Anstieg der Zelldichte CD163+ Mikroglia, gefolgt 

von einer weiteren Zunahme der Zelldichte CD163+ Mikroglia in der fortgeschrit-

tenen AD Gruppe (M=144.1; SD± 98.5). 

Die minimale Zelldichte der CD163+ Mikroglia im Hippokampus (HC) liegt bei 

20 Zellen/mm2 (aus der Kontrollgruppe) und die maximale bei 398 Zellen/mm2 

(aus der fortg. AD). Die Zelldichte der CD163+ Mikroglia in der HC Kontrollgruppe 

(M=65.2; SD±57.2) ist geringer als in der intermed. AD (M=71.4; SD±53.7). Die 

Zelldichte der CD163+ Mikroglia in der intermed. AD ist wiederum geringer als in 

der fortg. AD (M=117.7 SD±87.5).  

Im Hirnstamm (HS) lag die minimale Zelldichte CD163+ Mikroglia bei 30 Zel-

len/mm2, einem Wert aus der intermed. AD, und der Maximalwert bei 419 Zel-

len/mm2 (fortg. AD). Im HS stieg die Zelldichte der CD163+ Mikroglia von der 

Kontrollgruppe (87.6 ± 66.8) zur intermediären AD (105.6 ± 40.5) und von dort 

zur fortgeschrittenen AD (155.0 ± 106.7) an.  

 

Abbildung 10 enthält die grafische Darstellung der Verteilung CD163+ Mikroglia 

in den untersuchten Regionen im Krankheitsverlauf.  
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Abbildung 10: Balkendiagramm der CD163+ Mikroglia im Okzipitallappen (OL), Hippokam-
pus, (HC), Hirnstamm (HS) und Kleinhirn (KH) von Kontrollgruppe, intermed. AD und fortg. 
AD. Die Balken zeigen die Mittelwerte der positiven Zellen/mm2, Whiskers die Standardab-
weichung 
 
3.2.3.2 Vergleich CD163+ Mikroglia zwischen den Regionen innerhalb ei-
nes Stadiums 
 

Werden die Zelldichten der untersuchten Regionen innerhalb eines Stadiums mit-

einander verglichen, so ist das KH (M=8.7; SD± 2.6) innerhalb der Kontroll-
gruppe, gegenüber dem HS signifikant (p = 0.02) zellärmer. Weitere statistische 

Zusammenhänge zwischen den Regionen wurden innerhalb der Kontrollgruppe 

nicht festgestellt.  

In der intermed. AD ist das KH ebenfalls signifikant zellärmer als der HC (p=0.04) 

und der HS (p=0.05) und knapp nicht signifikant zellärmer im Vergleich mit dem 

OL (p=0.05). 

In der fortg. AD stellte sich das KH gegenüber allen anderen Regionen signifi-

kant zellärmer dar (OL: p=0.01; HC: p=0.01; HS: p=0.003). 

Wird die Gesamtzahl aller CD163+ Zellen der unterschiedlichen Regionen, un-
geachtet der AD Progression, über alle Stadien hinweg miteinander verglichen, 

so ist diese für das KH (M=57.1; SD± 28.1) höchst signifikant niedriger als die 
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der anderen Regionen (p<0.001). Des Weiteren fand sich im HS die größte Zell-

dichte CD163+ Mikroglia (119.7 ± 88.0), gefolgt vom OL (98.6 ± 87.3) und dem 

HC (89.6 ± 74.5).  

3.2.4 CD206 
 
Im Folgenden sind in Abbildung 11 drei Bilder der CD206 Färbung aus dem 

Hippokampus exemplarisch dargestellt. Hierbei zeigt sich, besonders im Verglich 

mit zu den anderen Färbungen, eine insgesamt niedrigere Anzahl an positiven 

Zellen. Die CD206+ Zellen sind dabei vor allem perivaskulär und nur vereinzelt 

intraparenchymatös gelegen.  

Die Färbung für CD 206 konnte für alle 28 Fälle durchgeführt werden, mit Aus-

nahme des HC (Fall 14 und 18), OL (Fall 18) und HS (Fall 18). 

 

 

 
Abbildung 11: Aufnahmen aus dem HC für die Färbung mit CD206 (positive Zellen braun 
angefärbt); a: Kontrolle, b: intermed. AD, c: fortg. AD. Vergrößerung a-c: 200-fach. In Abbil-
dung d-f: 400-fach vergrößerte Darstellung der Morphologie CD206+ Zellen in der Kontroll-
gruppe (d) intermediären AD (e) bzw. fortgeschrittenen AD (f). 
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Tabelle 6: Zelldichte (Zellen/mm2) CD206+ Mikroglia innerhalb der drei Gruppen 

(Kontroll-, intermed. AD- und fortg. AD-Gruppe) in den untersuchten Hirnregio-

nen. 

Tabelle 6: Tabellarische Zusammenfassung CD206+ Zellen 
 Alle Gruppen Kontrollen Interm. AD Fortg. AD 

OL 43.0 ± 21.7 33.1 ± 16.7 33.0 ± 20.1 57.4 ± 16.6° 

HC 39.3 ± 21.6 30.1 ± 13.1 28.4 ± 21.2 55.4 ± 19.2° 

KH 17.9 ± 8.4 16.11 ± 9.5 17.25 ± 8.1 19.9 ± 6.8 

HS 45.7 ± 21.4 31.8 ± 19.2* 41.1 ± 17.4 60.5 ± 17.3 
Angaben in Zellen/mm2 Mittelwert ± Standardabweichung; OL= Okzipitallappen; HC= Hippo-
kampus, HS= Hirnstamm, KH= Kleinhirn; interm. AD= intermediäre Alzheimer Demenz; fortg. 
AD= fortgeschrittene Alzheimer Demenz; *p < 0.05 versus fortg. AD, °p < 0.05 versus Kon-
trolle und intermed. AD, Die signifikanten Unterschiede (*p < 0.05) basieren auf der statisti-
schen Analyse mittels ANOVA und Post-hoc nach Bonferroni. 
 

3.2.4.1 Vergleich CD206+ Mikroglia innerhalb der Regionen  
 

Im Okzipitallappen (OL) trat eine minimale Zelldichte intrakortikaler CD206+ 

Zellen von 8 Zellen/mm2 (aus der Kontrollgruppe) und eine maximale von 83 Zel-

len/mm2 (aus der fortg. AD) auf. In der Kontrollgruppe des OL war der Mittelwert 

33.11 Zellen/mm2, die Standardabweichung ergab 16.7 Zellen/mm2. Im Verlauf 

kam es zwischen der Kontrollgruppe (M=33.1; SD±16.7) und der intermed. AD 

(M=33.0; SD±20.1) zu keiner signifikanten Änderung der Zelldichte. Zwischen der 

intermed. und der fortg. AD (M=57.45; SD±16.57) verzeichnete sich ein signifi-

kanter Anstieg (p=0.04). Die fortg. AD ist im OL signifikant zellreicher als die Kon-

trollen (p=0.02). 

Die minimale Zelldichte CD206+ Mikroglia im Hippokampus (HC) ergab 1 

Zelle/mm2 (intermed. AD) und die maximale 89 Zellen/mm2 (fortg. AD). Die Zell-

dichte der CD206+ Mikroglia in der Kontrollgruppe ist mit einem Mittelwert von 

M=30.1 und einer Standardabweichung von SD ± 13.1 Zellen/mm2 marginal hö-

her als die der intermed. AD (M=28.4; SD±21.2). Von der intermed. AD zur fortg. 

AD stieg die Zelldichte höchst signifikant (p< 0.001) auf einen Mittelwert von 

M=55.4 und einer Standardabweichung von SD±19.2 Zellen/mm2 an. Ebenso ist 

die fortg. AD signifikant zellreicher als die Kontrollgruppe (p=0.002).  
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Die minimale Zelldichte der CD206+ Mikroglia im Hirnstamm (HS) betrug 4 Zel-

len/mm2 (aus der Kontrollgruppe), die maximale 87 Zellen/mm2 (aus der fortg. 

AD). Im HS nahm die Zelldichte von der Kontrollgruppe (M=31.78; SD±19,19) zur 

intermed. AD (M=41.13; SD±17,37) und von dort zur fortg. AD (M=60.45: 

SD±17,32) jeweils nicht signifikant zu. Die HS Kontrollgruppe ist signifikant zell-

ärmer als die fortg. AD (p=0.005). 

 

Abbildung 12 enthält die grafische Darstellung der Verteilung CD206+ Mikroglia 

in den untersuchten Regionen im Krankheitsverlauf.  

 

 
Abbildung 12: Balkendiagramm der CD206+ Zellen im Okzipitallappen (OL), Hippokampus, 
(HC), Hirnstamm (HS) und Kleinhirn (KH) von Kontrollgruppe, intermediärer AD-Gruppe (in-
termed. AD) und fortgeschrittener AD-Gruppe (fortg. AD). Die Balken zeigen die Mittelwerte 
der positiven Zellen/mm2, Whiskers die Standardabweichung. Die signifikanten Unterschiede 
(p < 0.05), dargestellt durch die Pfeile, basieren auf der statistischen Analyse mittels ANOVA 
und Post-hoc nach Bonferroni. 
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3.2.4.2 Vergleich CD206+ Mikroglia zwischen den Regionen innerhalb ei-
nes Stadiums 
 
Werden die Zelldichten der untersuchten Regionen innerhalb eines Stadiums 

miteinander verglichen, so konnte innerhalb der Kontrollgruppe und des inter-

med. AD kein statistischer Zusammenhang zwischen den Regionen festgestellt 

werden. Im fortg. AD war einzig das KH gegenüber allen Regionen höchst signi-

fikant am zellärmsten (p< 0.001). 

Wird die Gesamtzahl aller CD206+ Zellen der untersuchten Regionen, unge-
achtet der AD Progression, über alle Stadien hinweg miteinander verglichen, 

so ließen sich, bis auf das KH, das mit M=17.92; SD±8.45 Zellen/mm2 gegenüber 

allen anderen Regionen die höchst signifikant zellärmste Region ist (p<0.001), 

keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den Regionen erkennen. Die 

zellreichste Region war der HS mit M=45.71; SD±21.4 Zellen/mm2, gefolgt vom 

OL (M=43.00; SD±21.7) und HC (M=39.3; SD±21.6).  

 

3.2.5 Verhältnisanalyse HLA-DR, CD163 und CD206 
 
Zur Untersuchung der Verteilungsverhältnisse von proinflammatorischen (HLA-

DR+) und antiinflammatorischen (CD163 und CD206+) Mikrogliazellen, wurde 

innerhalb der Regionen für jedes Stadium und über alle Stadien hinweg die Dif-

ferenz aus den M1/M2-Populationen gebildet und diese statistisch mit einer A-

NOVA verglichen.  

 
Tabelle 7: Tabellarische Zusammenfassung der Differenzen aus HLA-DR+ und (CD163+ & 
CD206+) Mikroglia.  

Alle Gruppen Kontrolle Interm. AD Fortg. AD 

OL 91.1 ± 142.1 -0.78 ± 96.8 123.6 ± 95.3  142.7 ± 171.2  

HC 299.4 ± 254.2 104.5 ± 143.4* 393.8 ± 206.1 404.5 ± 272.7  

HS 334.5 ± 230.9 208.6 ± 119.1 417.3 ± 190.9 384.9 ± 289  

Angaben in Zellen/mm2 Mittelwert ± Standardabweichung; OL= Okzipitallappen; HC= Hippo-
kampus, HS= Hirnstamm, KH= Kleinhirn; interm. AD= intermediäre Alzheimer Demenz; fortg. 
AD= fortgeschrittene Alzheimer Demenz; *p < 0.05 versus intermed. AD und fortg. AD, Die 
signifikanten Unterschiede (*p < 0.05) basieren auf der statistischen Analyse mittels ANOVA 
und Post-hoc nach Bonferroni. 
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In allen Regionen lassen sich mit dem Voranschreiten der AD eine verstärkte 

proinflammatorische Ausrichtung der Mikroglia Polarität finden. Dies ist erkenn-

bar an den steigenden Werten der Differenzen aus den anti- und proinflammato-

rischen Zellen.  

Im OL und HS waren keine signifikanten Zusammenhänge zwischen den Grup-

pen erkennbar, das Signifikanzniveau im OL für Kontrollgruppe vs. fortg. AD lag 

bei p=0.680. Im OL stieg die Differenz aus proinflammatorischer und antiinflamm-

atorischer gerichteter Mikroglia von der Kontrollgruppe (M=-0.78; SD±96.8) zur 

intermed. AD (M=123.6; SD±95.3) und von dort zur fortg. AD (M=142.7; 

SD±171.2) wiederholt an.  

Das pro- zu antiinflammatorische Verhältnis der Mikroglia war im HS in der Kon-

trollgruppe (M=-208.6; SD±119.1) am geringsten und in der intermed. AD mit ei-

nem Mittelwert von M=417.3 und einer Standardabweichung von SD±190.9 am 

größten, leicht größer als in der fortg. AD (M=384.9; SD±289).  

Im HC waren die Differenzen aus pro-zu antiinflammatoren Mikroglia innerhalb 

der intermed. AD (M=393.8; SD± 206.1) und der fortg. AD (M= 404.5; SD±272.7) 

etwa konstant. Für beide Stadien sind die Differenzen höchst signifikant größer 

als die in der Kontrollgruppe (p=0.001; p<0.001),  

Das pro- zu antiinflammatorische Verhältnis der Mikroglia stieg im HS von der 

Kontrollgruppe (M=-208.6; SD±119.1) zur intermed. AD (M=417.3; SD±190.9) 

und nahm von dort zur fortg. AD (M=384.9; SD±289) etwas ab. 

Die Ergebnisse der Verteilungsverhältnisse sind tabellarisch in Tabelle 7 und 

grafisch in Abbildung 13, a, b, c zusammengefasst. 
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a) Okzipitallappen (OL) 

 
Abbildung 13a: Darstellung der Verteilungsverhältnisse von proinflammatorischen (HLA-
DR+) und anti-inflammatorischen (CD163+ und CD206+) Mikrogliazellen für den Okzipitall-
appen (OL) 
 
b) Hippokampus (HC) 

 
Abbildung 13b: Darstellung der Verteilungsverhältnisse von proinflammatorischen (HLA-
DR+) und anti-inflammatorischen (CD163+ und CD206+) Mikrogliazellen für den Hippo-
kampus (HC), 
 



44 
 

c) Hirnstamm (HS) 

 
Abbildung 13c: Darstellung der Verteilungsverhältnisse von proinflammatorischen (HLA-
DR+) und anti-inflammatorischen (CD163+ und CD206+) Mikrogliazellen für den Hirn-
stamm (HS). 
 

3.2.6 CCR2  
 
Zur Untersuchung einer möglichen Beteiligung der BMDM an der AD-Pathoge-

nese wurden die verschiedenen Regionen dem Marker für CCR2 gefärbt. Fol-

gend sind in Abbildung 14 exemplarisch Bilder der CCR2 Färbung aus dem Hip-

pokampus dargestellt. Hierbei zeigt sich eine geringe Zunahme der Anzahl von 

CCR2+ Mikroglia im Krankheitsverlauf. Die Zellen bleiben dabei über alle Stadien 

hinweg disseminiert intraparenchymatös verteilt und sind nicht zu Zellhaufen zu-

sammengelagert aufzufinden. 
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Abbildung 14: Aufnahmen aus dem HC für die Färbung mit CCR2 (positive Zellen braun 
angefärbt); a: Kontrolle, b: intermed. AD, c: fortg. AD. Vergrößerung a-c: 200-fach. In Abbil-
dung d-f: 400-fach vergrößerte Darstellung der Morphologie CCR2+ Zellen in der Kontroll-
gruppe (d) intermediären AD (e) bzw. fortgeschrittenen AD (f). 
  
Die Tabelle 8: Zelldichte (Zellen/mm2) CCR2+ Monozyten innerhalb der drei 

Gruppen (Kontroll-, intermed. AD- und fortg. AD-Gruppe) in den untersuchten 

Hirnregionen. 

Tabelle 8: Tabellarische Zusammenfassung CCR2+ Zellen 
 Alle Gruppen Kontrollen Interm. AD Fortg. AD 

OL 12.2 ± 6.0 8.11 ± 6.01 14.25 ± 9.67 14.0 ± 8.58 

HC 15.74 ± 22.8 7.5 ± 5.2 8.9 ± 6.1 18.1 ± 16.9 

KH 4.78 ± 3.36 3.1 ± 2.1 5.3 ± 2.5 5.8 ± 3.9 

HS 25.3 ± 13.7 26.4 ± 16.3 26.7 ± 16.0 23.3 ± 10.5 
Angaben in Zellen/mm2 Mittelwert ± Standardabweichung; OL= Okzipitallappen; HC= Hippo-
kampus, HS= Hirnstamm, KH= Kleinhirn; interm. AD= intermediäre Alzheimer Demenz; fortg. 
AD= fortgeschrittene Alzheimer Demenz;  
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3.2.6.1 Vergleich CCR2+ Monozyten innerhalb der Regionen  
 
Im Okzipitallappen (OL) ist die minimale Zelldichte intrakortikaler CCR2+ Zellen 

2 Zellen/mm2 (aus der Kontrollgruppe) und die maximale 37 Zellen/mm2 (aus der 

intermed. AD). In der Kontrollgruppe betrug der Mittelwert M=8.11 Zellen/mm2 

und die Standardabweichung SD=6.01 Zellen/mm2. Zwischen der Kontrollgruppe 

(M=8.11; SD±5.67) und der intermed. AD (M=14.25; SD±9.67) kam es zu einem 

Anstieg der Zelldichte. Von der intermed. Gruppe zum fortgeschrittenen Stadium 

(M=14.00; SD± 8.18) blieb diese annähernd gleich.   

Die minimale Zelldichte der CCR2+ Monozyten im Hippokampus (HC) lag bei 0 

Zellen/mm2 (aus der intermed. AD) und die maximale bei 51 Zellen/mm2 (aus der 

fortg. AD). Die Zelldichte der CCR2+ Monozyten in der HC Kontrollgruppe war 

mit einem Mittelwert von M=7.5 und einer Standardabweichung von SD±5.2 Zel-

len/mm2 nicht signifikant geringer als die in der intermed. AD (M=8.9; SD±6.1). 

Die fortg. AD ist mit einem Mittelwert von M=27.7 und einer Standardabweichung 

von SD±33.0 Zellen/mm2 zellreicher als die intermed. AD.  

Die minimale Zelldichte CCR2+ Monozyten im Hirnstamm (HS) lag bei 7 Zel-

len/mm2 (aus der Kontrollgruppe), die maximale bei 65 Zellen/mm2 (aus der fortg. 

AD). Es zeigte sich keine signifikante Änderung zwischen der Kontrollgruppe 

(M=26.44; SD±16.25) und der intermed. AD (M=26.75; SD±16.00). Die fortg. AD 

(M=23.27; SD±10.52) stellte sich nicht signifikant zellärmer als die intermed. AD 

und die Kontrollgruppe dar.  

 

Abbildung 15 enthält die grafische Darstellung der Verteilung CCR2+ Monozy-

ten in den untersuchten Regionen im Krankheitsverlauf.  
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Abbildung 15: Balkendiagramm der CCR2+ Zellen im Okzipitallappen (OL), Hippokampus, 
(HC), Hirnstamm (HS) und Kleinhirn (KH) von Kontrollgruppe, intermediärer AD-Gruppe (in-
termed. AD) und fortgeschrittener AD-Gruppe (fortg. AD). Die Balken zeigen die Mittelwerte 
der positiven Zellen/mm2, Whiskers die Standardabweichung.  
 

3.2.6.2 Vergleich CCR2+ Monozyten zwischen den Regionen innerhalb ei-
nes Stadiums 
 

Werden die Zelldichten der untersuchten Regionen innerhalb eines Stadi-
ums miteinander verglichen, so war der HS innerhalb der Kontrollgruppe gegen-

über allen Regionen höchst signifikant zellreicher an CCR2+ Monozyten 

(p<0.001). Der HS war in der intermed. AD ebenfalls höchst signifikant zellrei-

cher als der HC und das KH (p=0.001). In der fortg. AD waren keine signifikanten 

Zusammenhänge zwischen den Regionen erkennbar (p=0.058 für HC vs. KH).  

 

Wird die Gesamtzahl aller CCR2+ Zellen der unterschiedlichen Regionen, un-
geachtet der AD Progression, über alle Stadien hinweg miteinander verglichen, 

so findet sich im HS die größte Zelldichte (M=25.3; SD±13.7), gefolgt vom HC 

(M=15.7; SD±22.8), OL (M=12.2; SD±8.4) und KH (M=4.8; SD±3.4) Die Zell-

dichte der CCR2+ Monozyten ist im HS im Mittel über alle Stadien hinweg signi-

fikant größer als im OL und KH (p=0.02, p< 0.001). Die Gesamtzahl aller CCR2+ 

Monozyten im HC ist ebenfalls signifikant höher als im KH. (p=0.03)  
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3.2.7 AT-8 
 
Die AT-8-Färbung wurde für die Darstellung des hyperphosphorylierten Tau-

Proteins in Neuronen verwendet. Während in den Kontrollgehirnen lediglich ver-

einzelte Vorstufen (schwach angefärbte Neurone, sog. „pre-tangles“) vorkom-

men, nimmt die Anzahl an positiven Zellen („tangles“) im Krankheitsverlauf zu.  

Folgend sind in Abbildung 16 Aufnahmen der AT8-Färbung aus dem Hippokam-

pus im Krankheitsverlauf exemplarisch gezeigt.  

 

 
Abbildung 16: Aufnahmen aus dem HC für die Färbung mit AT8 (positive Zellen rot ange-
färbt); a: Kontrolle, b: intermed. AD, c: fortg. AD. Vergrößerung a-c: 200-fach. In Abbildung 
d-f: 400-fach vergrößerte Darstellung der Morphologie AT+ Neurone in der Kontrollgruppe 
(d) intermediären AD (e) bzw. fortgeschrittenen AD (f). 
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Die Tabelle 9: Zelldichte (Zellen/mm2) AT-8+ Neurone aller untersuchter Regio-

nen. 

 
Tabelle 9: Tabellarische Zusammenfassung AT-8+ Neurone 
 Alle Gruppen Kontrollen Interm. AD Fortg. AD 

OL 73.6 ± 95.6 6.0 ± 5.9 6.3 ± 6.6 178.0 ± 69.8° 

HC 113.8 ± 110.8 10.2 ± 9.3 85.2 ± 49.5 219.4 ± 96.1° 

KH 1.57 ± 2.77 2.33 ± 4.27 1.38 ± 1.65 1.00 ± 2.39 

HS 50.71 ± 49.65 13.7 ± 12.0 21.8 ± 12.7 102.1 ± 40.0° 
Angaben in Zellen/mm2 Mittelwert ± Standardabweichung; OL= Okzipitallappen; HC= Hippo-
kampus, HS= Hirnstamm, KH= Kleinhirn; interm. AD= intermediäre Alzheimer Demenz; fortg. 
AD= fortgeschrittene Alzheimer Demenz; °p < 0.05 versus Kontrolle und intermed. AD, Die 
signifikanten Unterschiede (p < 0.05) basieren auf der statistischen Analyse mittels ANOVA 
und Post-hoc nach Bonferroni. 
 

3.2.7.1 Vergleich AT-8+ Neurone innerhalb der Regionen  
 

Im Okzipitallappen (OL) war die minimale Zelldichte intrakortikaler AT8+ Neu-

rone 0 Zellen/mm2 (aus der intermed. AD), die maximale 323 Zellen/mm2 (aus 

der fortg. AD). In der Kontrollgruppe des OL betrug der Mittelwert M=6.0 Zel-

len/mm2 und die Standardabweichung SD±5.9 Zellen/mm2. Die Zelldichte nahm 

von der Kontrollgruppe zur Gruppe der intermed. AD (M=6.3; SD±6.6 Zel-

len/mm2) leicht zu. Zwischen der intermed. AD und der fortg. AD (M=178.00; 

SD±69.8) verzeichnete sich ein höchst signifikanter Anstieg der Zelldichte intra-

kortikaler AT8+ Neurone (p<0.001). Die Kontrollgruppe des OL ist gegenüber der 

fortg. AD höchst signifikant ärmer an AT8+ Neuronen (p < 0.001). 

Die minimale Zelldichte AT8+ Neurone im Hippokampus (HC) lag bei 2 Zel-

len/mm2 (aus der Kontrollgruppe) und die maximale bei 407 Zellen/mm2 (aus der 

fortg. AD). Im HC zeigte sich von der Kontrollgruppe (M=10.2; SD±9.3) zur inter-

med. AD (M=85.2; SD±49.5) eine Zunahme. Zwischen der Gruppe der intermed. 

AD und der fortg. AD (M=219.4; SD±96.1) kam es zu einer signifikanten Zunahme 

(p=0.001). Die Kontrollgruppe des HC ist gegenüber der fortg. AD höchst signifi-

kant zellärmer (p < 0.001). 

Die minimale Zelldichte der AT8+ Neurone im Hirnstamm (HS) zählte 2 Zel-

len/mm2 (aus der intermed. AD), der Maximalwert lag bei 157 Zellen/mm2 (aus 
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der fortg. AD). Im HS stieg die Zelldichte von der Kontrollgruppe (M=13.7; 

SD±12.0) zur intermediären AD (M=21.7; SD±12.7) und von dort zur fortg. AD 

(M=102.1; SD± 40.0) höchst signifikant an (p<0.001). Die Kontrollgruppe des HS 

ist gegenüber der fortg. AD ebenfalls höchst signifikant zellärmer (p < 0.001). 

Im KH ließen sich in keinem der Stadien abnorme Tau+ Neurone finden. Auf 

Grund unspezifischer Kernfärbungen in einzelnen Fällen sind dennoch falsch 

positive Zellen mit ausgezählt worden, was sich in der Auswertung bemerkbar 

macht.  

 

Abbildung 17 enthält die grafische Darstellung der Verteilung AT-8+ Neurone in 

den untersuchten Regionen im Krankheitsverlauf.  

 

 
Abbildung17: Balkendiagramm der AT-8+ Neurone im Okzipitallappen (OL), Hippokam-
pus, (HC), Hirnstamm (HS) und Kleinhirn (KH) von Kontrollgruppe, intermediärer AD-
Gruppe (intermed. AD) und fortgeschrittener AD-Gruppe (fortg. AD). Die Balken zeigen die 
Mittelwerte der positiven Zellen/mm2, Whiskers die Standardabweichung. Die signifikanten 
Unterschiede (p < 0.05) basieren auf der statistischen Analyse mittels ANOVA und Post-
hoc nach Bonferroni 
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3.2.7.2 Vergleich AT-8+ Neurone zwischen den Regionen innerhalb eines 
Stadiums 
 
Werden die Zelldichten der untersuchten Regionen innerhalb eines Stadiums 

miteinander verglichen, so ließen sich in der Kontrollgruppe keine signifikanten 

Zusammenhänge beobachten.  

Wohingegen in der intermed. AD der HC höchst signifikant zellreicher an AT-8+ 

Neuronen war als alle anderen Regionen (p<0.001).  

In der fortg. AD war der HC ebenfalls höchst signifikant zellreicher als das KH, 

und signifikant zellreicher als der HS und der OL (p=0.02; p=0.03). Der OL hatte 

zudem eine signifikant höhere Zelldichte als der HS und das KH. (p=0.03; p=0.01) 

Wird die Gesamtzahl aller AT-8+ Neuronen der untersuchten Regionen, unge-
achtet der AD Progression, über alle Stadien hinweg miteinander verglichen, 

so hatte der HC die insgesamt größte Zelldichte (M=113.8; SD±110.8) gefolgt 

vom OL (M=73.6; SD±95.6) und HS (M=50.71; SD± 49.65). Die Zelldichte der 

AT8+ Neurone ist im Kleinhirn mit einem Mittelwert von M=1.57 und einer Stan-

dardabweichung von SD±2.77 positiven Zellen/mm2 signifikant geringer gegen-

über dem OL, HC und HS (p=0,005, p<0.001, p=0,002). Zudem war der HC sig-

nifikant zellreicher an AT8+ Neuronen als der HS. (p=0.03).  

 

4. Diskussion 

 
Wie bereits in der Einleitung erwähnt, wird der Neuroinflammation, eine von den 

hirneigenen Immunzellen, den Mikrogliazellen, getragenen Reaktion, eine immer 

wichtigere Rolle in der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen, speziell 

der AD zugeschrieben. Bei der AD scheint die neuroinflammatorische Reaktion 

auf die neuropathologischen Veränderungen im Gewebe eine zunächst neu-

roprotektive Rolle zu spielen, wobei im späteren Krankheitsverlauf die über-

schüssige aberrante Aktivierung der Mikrogliazellen den neuronalen Zelltod of-

fenbar beschleunigt (neurotoxische Wirkung) (Sims et al., 2017; Zhang et al., 

2013). In den letzten Jahren wurde durch spezifische Marker versucht, zumindest 

indirekt Informationen über die Funktion der aktivierten Mikroglia zu gewinnen, 
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indem man zwei verschiedene Polarisationszustände (M1-proinflammatorisch 

und M2-phagozytisch) definiert hat.  

Zielsetzung der Arbeit war es, an unterschiedlich vulnerablen Hirnregionen das 

Ausmaß und die Verteilung der verschiedenen, in der Einleitung bereits beschrie-

benen, Mikrogliazellpopulationen im Verlauf der AD-Progression mittels immun-

histochemischen Untersuchungen zu identifizieren und mit einer Kontrollgruppe, 

bestehend aus Patienten ohne klinischen und neuropathologischen Nachweis ei-

ner neurologischen oder neuropsychiatrischen Erkrankung, zu vergleichen. Zu-

dem sollte mit einem spezifischen Marker geprüft werden, in welchem Ausmaß 

sich eingewanderte myeloische Immunzellen an dem Krankheitsbild beteiligen. 

Mit dem Einsatz des Pan-Mikroglia-/Makrophagenmarker CD68 konnte man zu-

nächst einen Überblick über die Gesamtverteilung der Mikroglia in den jeweiligen 

Regionen und Krankheitsstadien gewinnen.  

Eine erste wichtige Beobachtung war, dass es in den untersuchten Regionen mit 

der Progression der Erkrankung zu einer signifikanten Zunahme der Anzahl an 

CD68+ Zellen kam. Ausnahme macht das Kleinhirn, das insgesamt nur sehr ge-

ring beteiligt zu sein scheint. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen auch andere Au-

toren in immunhistochemisch basierten Studien an humanem postmortem Ge-

webe (Bachstetter et al., 2015), während andere Autoren lediglich über eine Ver-

dichtung solcher Zellen in der Nähe von Plaques berichten (Dal Bianco et al., 

2008). Insbesondere fand sich im Hippokampus, einer sehr früh betroffenen kor-

tikalen Region, eine signifikante Zunahme in intermediären Stadien verglichen 

mit der Kontrollgruppe, wobei im fortgeschrittenen Stadium keine weitere Zu-

nahme zu sehen war. Andere Autoren berichten über ähnliche Ergebnisse, wobei 

in einer Studie ein signifikanter Anstieg erst in fortgeschrittenen Braak-Stadien 

(V-VI) zu verzeichnen war (Sanchez-Mejias et al., 2016). 

Der Hirnstamm und genauer die in dieser Arbeit untersuchte Region um den pon-

tinen Locus coeruleus hatte innerhalb der Kontrollgruppe die höchste Anzahl an 

CD68+ Zellen gezeigt, gleichzeitig auch über alle Stadien hinweg, während das 

Kleinhirn eine gleichbleibende sehr niedrige Anzahl aufwies. In einer Studie von 

Mittelbronn et. al, die die Mikrogliaverteilung in gesunden Gehirnen untersucht 
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hat, konnte ebenfalls die höchste Anzahl an CD68+ Zellen im Hirnstamm (Brü-

cke) und die niedrigste Anzahl im Kleinhirn beobachtet werden (Mittelbronn et al., 

2001). Der stetige Anstieg im Hirnstamm im Verlauf der Erkrankung war jedoch 

für uns etwas überraschend und ließ sich in unserer Kohorte durch die nur sehr 

gering ausgeprägten oder fehlenden AD-assoziierten Veränderungen nicht erklä-

ren. Die Rolle des Hirnstamms in Zusammenhang mit der AD wird kontrovers 

diskutiert und manche Autoren haben AT-8-Ablagerungen im pontinen Locus co-

eruleus bereits bei jungen Patienten beschrieben und nehmen somit an, dass die 

ersten Veränderungen im Hirnstamm stattfinden (Braak & Del Tredici, 2011). In 

unserem Probenkollektiv konnten wir in frühen Stadien kaum AT-8+ NFT‘s im 

Locus coeruleus beobachten, lediglich in Spätstadien kamen sie bei einzelnen 

Patienten vereinzelt vor. 

Als weniger vulnerable Region, die erst in Spätstadien (V-VI) von AD-typischen 

Veränderungen betroffen ist, zeigte der Okzipitallappen einen langsamen Anstieg 

und blieb auch im Spätstadium unter dem Wert von Hippokampus und Hirn-

stamm. Diese Region fand in Studien an postmortem Gewebe von AD Patienten 

offenbar wenig Beachtung, so dass es hierzu nur wenige Publikationen gibt. Un-

ser Ergebnis ist im Einklang mit dem von Rezaie et al., die im Okzipitallappen 

von Patienten mit AD ebenfalls eine moderate bis intensive CD68- und HLA-DR- 

Reaktivität, vor allem um die senilen Plaques, fanden (Rezaie et al., 2005). 

Für den Nachweis aktivierter, überwiegend inflammatorisch ausgerichteter M1-

Mikroglia kam der Antikörper HLA-DR zum Einsatz. Auch hier war die HLA-DR-

Reaktivität des Hirnstamms innerhalb der Kontrollgruppen signifikant hoch ge-

genüber den anderen Regionen (Mittelbronn et al., 2001). Interessanterweise 

konnte im HS zwischen Kontrollgruppe und intermediärer AD eine signifikante 

Zunahme der Zelldichte HLA-DR+ Zellen nachgewiesen werden, die auf eine 

deutliche Zunahme der Neuroinflammation bereits in frühen Krankheitsstadien 

zurückschließen lässt, wobei dies nicht mit dem Ausmaß an neurofibrillären 

Tangles korreliert. Ähnliche Ergebnisse erzielten auch andere Autoren (Arends 

et al., 2000; Hoozemans et al., 2005), die ebenfalls in frühen AD Stadien eine 

Zunahme inflammatorisch aktivierter Mikroglia erkannten. Diese Daten weisen 
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darauf hin, dass Neuroinflammation in bereits frühen Stadien der AD-Pathoge-

nese involviert ist. Im Vergleich dazu war in fortgeschrittenen AD Stadien im HS 

keine deutliche Zunahme der HLA-DR Aktivität bemerkbar. Die inflammatorische 

Mikrogliareaktion scheint somit, mit Ausnahme des Hippokampus, abzuflachen.  

Im weniger vulnerablen Okzipitallappen fand sich die höchste Anzahl HLA-DR+ 

Zellen im Spätstadium, wobei bereits im intermediären Stadium ein signifikanter 

Anstieg im Vergleich zu den Kontrollen nachweisbar war. Dies ist nur teilweise 

im Einklang mit der Ausbreitungstheorie nach Braak und Braak, nach der der OL 

erst in späten Stadien von den pathologischen Veränderungen betroffen ist. 

(Braak & Braak, 1991). Davon ausgehend wäre eine mikrogliale Beteilung erst in 

späteren Stadien, mit dem vermehrten Auftreten kranker Neuronen erwartbar. 

Unsere Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass in den Regionen, wie dem 

OL und HS eine neuroinflammatorische Reaktion bzw. eine mikrogliale Aktivie-

rung noch vor dem Sichtbarwerden der AD-typischen Neuropathologie entsteht, 

dessen Einfluss auf den Krankheitsverlauf aktuell unklar ist. (neuroprotektiv vs. 

schädlich) 

Der M2-Polarisationszustand der Mikroglia scheint eine eher untergeordnete 

Rolle in der Pathogenese der AD zu spielen. So konnte insgesamt eine niedrigere 

Anzahl an CD163+ und CD206+ Zellen nachgewiesen werden sowie ein langsa-

mer, nicht-signifikanter Anstieg im Krankheitsverlauf festgestellt werden. Hierzu 

gibt es aktuell nur wenige Publikationen. In zwei relevanten Studien konnte eben-

falls ein leichter Anstieg CD163+ Mikrogliazellen im Krankheitsverlauf im Hippo-

kampus und Okzipitallappen beobachtet werden (Dal Bianco et al., 2008; Pey et 

al., 2014). Im AD Mausmodell konnte allenfalls ein geringer Anstieg von perivas-

kulären CD206+ Mikrogliazellen im Krankheitsverlauf im Hippokampus in einzel-

nen Untersuchungen nachgewiesen werden (Mammana et al., 2018; Scholtzova 

et al., 2014). Auch diese Studien bestätigen die geringere Beteiligung der 

CD206+ Mikroglia an der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen, die 

M2-Polarisation ist bekanntlich eher ein Merkmal der tumorassoziierten Makro-

phagen, die protumorale Eigenschaften besitzen und somit das Tumorwachstum 

unterstützen (Roesch et al., 2018). 
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Im Gegensatz zu akuten Ereignissen wie Trauma, Entzündung, Ischämie und 

Blutung, wobei bekanntlich zahlreiche Monozyten in das geschädigte Hirnpa-

renchym einwandern (Deng et al., 2009; Dimitrijevic et al., 2007), konnte in un-

serer Studie keine nennenswerte Beteiligung der aus dem Blut eingewanderten 

CCR2+ Monozyten beobachtet werden. Es fanden sich lediglich singuläre Zellen 

in allen untersuchten Hirnregionen und Stadien, wobei der Hirnstamm insgesamt 

die höchste Anzahl positiver Zellen aufwies, gefolgt vom Hippokampus. Untersu-

chungen am AD Mausmodell konnten zeigen, dass CCR2+ Monozyten offenbar 

in das Gehirn einwandern und sich am Abbau von Amyloid Plaques beteiligen 

(Theriault et al., 2015). Andere Studien haben gezeigt, dass CCR2-Antagonisten, 

die bei chronischen inflammatorischen Erkrankungen eingesetzt werden, das 

Fortschreiten der AD beschleunigen können (El Khoury et al., 2007). Möglicher-

weise funktioniert dieser Mechanismus im fortgeschrittenen Alter im humanen 

Gehirn weniger effizient, so dass die „Anwerbung“ von Monozyten nur noch in 

sehr reduzierter Anzahl oder gar nicht mehr stattfindet. In einer Studie wurde zu-

dem gezeigt, dass Monozyten von AD Patienten eine deutlich geringer ausge-

prägte phagozytische Aktivität aufweisen als Monozyten von Gesunden 

(Avagyan et al., 2009), so dass in letzter Zeit über Transplantationen von Kno-

chenmarkstammzellen von Gesunden bei Patienten mit AD als therapeutische 

Möglichkeit nachgedacht wird (Theriault et al., 2015). 
Betrachtet man die Verteilungsverhältnisse von proinflammatorischer M1-Mikrog-

lia (HLA-DR) und antiinflammatorischer M2-Mikroglia (CD163. CD206) zeigte 

sich im Hippokampus in der intermediären und fortgeschrittenen AD-Gruppe je-

weils ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe. Das heißt, dass die proin-

flammatorischen Mikrogliazelle im Vergleich zu der antiinflammatorischen 

Mikroglia eine Prädominanz zeigt, die im Krankheitsverlauf auch leicht zunimmt. 

Eine ähnliche Tendenz, wenn auch nicht signifikant, konnte im Okzipitallappen 

festgestellt werden, während es im Hirnstamm nach einer deutlichen Zunahme 

in intermediären Stadien in Spätstadien zu einem Abfall kommt.  
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Aktuell mehren sich die Hinweise, dass nach einer anfänglichen protektiven 

Funktion die Mikroglia eine „Seneszenz“ erleidet und es somit im Verlauf zu ei-

nem Defizit der immunologischen Antwort kommen kann, das die Progression 

der Erkrankung sogar beschleunigt (Sarlus & Heneka, 2017; Ulland et al., 2017). 

 

5. Zusammenfassung 

 
Die vorliegende Studie bringt neue Erkenntnisse bezüglich der Rolle und Vertei-

lung der Mikroglia und der eingewanderten Monozyten im Verlauf der Alzheimer 

Erkrankung in postmortem Gehirnen. Im Gegensatz zu Studien an Tiermodellen 

konnten wir in unserer Kohorte eine nur sehr geringe Beteiligung myeloischer 

Monozyten an der AD Pathologie beobachten, so dass man annehmen kann, 

dass bei Menschen die Immunantwort des Gehirns hauptsächlich von den hirn-

eigenen Mikrogliazellen getragen wird. Dies wurde an humanem postmortem 

Hirngewebe bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht untersucht.  

Zudem konnte gezeigt werden, dass die vulnerablen, früh von Tangles und 

Plaques betroffenen Hirnregionen auch eine frühe Mikrogliareaktion aufweisen 

und insbesondere von proinflammatorischen Zellen besiedelt werden und dass 

die Reaktion in manchen Regionen im Verlauf zunimmt, während in anderen eine 

Abflachung oder sogar Abnahme beobachtet wird.  
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6.2 Abkürzungsverzeichnis 
 
 
AD   Alzheimer Demenz (engl. Alzheimer´s Disease) 

Aβ   Amyloid beta 

ANOVA  Varianzanalyse (engl. Analysis of Variance) 

ApoE   Apolipoprotein E4 

APP   engl. Amyloid Precusor Protein 

AT8   Tau-Antikörper 

BMDM  engl. Bone marro derived microglia 

CA   Cornu ammonis 

CD   engl. Cluster of Differentiation 

CERAD  Consortium to Establish a Registry for Alzheimer‘s Disease 

CBD   kortiko-basale Degeneration 

CCR2   engl. C-C chemokine receptor type 2 

DAB 3,3‘-Diaminobenzidintetrahydrochlorid 

EB engl. Elution Buffer 

EZR Extrazellularraum 

fortg. AD fortgeschrittene Alzheimer Demenz 

H2O2 Wasserstoffperoxid 

HC   Hippokampus 

HS   Hirnstamm 

IL   Interleukin 

intermed. AD  intermediäre Alzheimer Demenz 

KH   Kleinhirn 

LC Locus coeruleus 
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LOAD engl. Late-onset Alzheimer´s Disease 

MHC-II Major Histocompatibility Complex class II 

NaCl Natriumchlorid 

NaOH Natriumhydroxid 

NFT   neurofibrilläre Tangles 

NIA   National Institute on Aging 

OL   Okzipitallappen 

p   Signifikanzwert 

PSB   progressive supranukleäre Blickparese 

TBS   Tris-gepufferte Kochsalzlösung 

TNF- α  Tumornekrosefaktor-α 

VIP   Vakuum impression processor 

 

Soweit nicht anders angegeben, wurden in dieser Dissertation immer SI-konfor-
me Maßeinheiten verwendet. 
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