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Einleitung 

Das Immunsystem des menschlichen Organismus ist verantwortlich für die Abwehr von 

Gefahren durch eindringende Krankheitserreger wie Bakterien, Viren und Pilze, die 

Verteidigung gegen aus körpereigenen Zellen entstehenden Tumoren, sowie für den Schutz 

vor Fremdstoffen. Um dieser Funktion gerecht zu werden, müssen das unspezifische 

Immunsystem mit seinen Komponenten, wie phagozytierenden Zellen (z.B. Makrophagen), 

natürlichen Killerzellen und dem Komplementsystem mit dem spezifischen Immunsystem 

und dessen Komponenten, wie Lymphozyten (z.B. T-Zellen) und Plasmazellen (Produktion 

von Antikörpern) aufeinander abgestimmt und entsprechend der Gegebenheiten und des Ortes 

der Immunantwort moduliert werden.  

Das ZNS ist ein immunprivilegiertes Organ, ausgedrückt durch eine reduzierte 

Aktivierbarkeit des spezifischen und unspezifischen Immunsystems. Dies ist notwendig, da 

das ZNS ein Ort mit hochgradig differenziertem Gewebe aus schlecht regenerationsfähigen, 

postmitotischen Zellen ist. So wird wohl die Persistenz des Herpes Zoster Virus in 

Ganglienzellen toleriert, da die Elimination der Viren schwere neurologische Defizite nach 

sich ziehen würde (Kwidzinski et al. 2003, Bechmann 2005).  

Mit einem interessanten Experiment verdeutlichte Medawar 1948 die Besonderheiten des 

Immunsystems innerhalb des ZNS. Er zeigte, dass ein allogenetisches Hauttransplantat im 

ZNS nur dann abgestoßen wurde, wenn Haut auch außerhalb des ZNS transplantiert wurde. 

Somit konnte das Transplantat im ZNS allein keine Immunantwort induzieren, jedoch zeigte 

sich nach peripherer Stimulation, dass das ZNS nicht außerhalb der Reichweite des 

Immunsystems liegt. Diese Daten lassen sich im Zusammenhang sehen mit der peripheren 

Stimulation durch eine Virusinfektion, welche zu einer Symptomexazerbation bei Patienten 

mit Multipler Sklerose führen kann (Sibley et al. 1985). Die periphere Injektion von 

Gehirnhomogenisat zusammen mit einem Adjuvans (Mykobakterien in einer Öl-in-Wasser 

Emulsion) führt zu einer Enzephalitis mit Demyelinisierung und MS ähnlichen Symptomen in 

Meerschweinchen (Freund et al. 1947). 

Das Ausbleiben einer Abstoßungsreaktion im ZNS wurde zunächst mit den zwei 

herausragenden morphologischen Besonderheiten des ZNS erklärt: Der efferente Arm des 

Immunsystems sollte durch die Existenz der Blut-Hirn-Schranke und der afferente Arm durch 

das Fehlen klassischer lymphatischer Drainagewege blockiert sein (Medawar 1948). Das 

Immunprivileg des ZNS, definiert als Toleranz gegenüber Transplantaten (Billingham and 

Boswell 1953), wurde deshalb oft mit einem Status immunologischer Ignoranz gleichgesetzt 

(Bechmann 2005).  
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Dass die Blut-Hirn-Schranke keine Barriere ist, um Leukozyten vom Eindringen in das ZNS 

abzuhalten, konnte mittlerweile mehrfach dargestellt werden. Unter physiologischen 

Bedingungen kommt es zu einer ständigen Patrouille von Lymphozyten im intakten ZNS 

(Hickey et al. 1991, Wekerle 1993, Hickey 2001). Aber auch während einer Entzündung 

erhöht sich die Anzahl anwesender Lymphozyten stark (Qing et al. 2000). Bisher wurden drei 

wichtige Wege erkannt, auf denen Lymphozyten vom Blut in das ZNS gelangen können 

(Ransohoff et al. 2003, Engelhardt and Ransohoff 2005): Über den Plexus choroideus in den 

Liquor, über den subarachnoidalen Raum und über perivaskuläre Räume. Mit Hilfe von 

Mauschimären konnten Hickey und Kamura (1988) zeigen, dass aus dem Blut stammende 

Monozyten in der Lage sind, sich in perivaskulären Räumen niederzulassen. Unter 

physiologischen Bedingungen zeigt sich sogar eine langsame Ergänzung residenter Mikroglia 

durch aus dem Blut stammende monozytäre Zellen (Lawson et al. 1992, Priller et al. 2001). 

Auch unter pathologischen Bedingungen kommt es zu einer Erhöhung der Leukozytenzahl im 

ZNS (Soares et al. 1995, Hausmann et al. 1999). 

 

In unserer Arbeitsgruppe wird die ECL zum Studium immunologisch-inflammatorischer 

Vorgänge im ZNS genutzt. Stereotaktische Durchtrennung des Tractus perforans durch eine 

ECL stellt eine wichtige experimentelle Untersuchungsmethode zum Studium der plastischen 

Umgestaltung als Antwort auf die Deafferenzierung kortikaler Schichten dar. Der Tractus 

perforans entspringt aus den Zellen der zweiten und dritten Schicht des entorhinalen Kortex 

und endet an den distalen Segmenten von Körnerzelldendriten der mittleren und äußeren 

Molekularschicht des Gyrus dentatus. Diese werden bei einer ECL spezifisch denerviert. Die 

ECL ist eine etablierte Methode zur Untersuchung axonaler Sprossung (Deller et al. 2001) 

und inflammatorischer Antworten denervierter kortikaler Schichten (Jensen et al. 1994, 

Jensen et al. 1997). Dem geht eine starke Reaktion von Astrozyten und Mikroglia voraus, 

welche in den Schichten axonaler Degeneration akkumulieren (Jensen et al. 1994, Bechmann 

and Nitsch 1997). Ungefähr drei Tage nach einer ECL kommt es zu einem Maximum der 

absoluten Anzahl von Mikroglia/Makrophagen innerhalb der Zonen axonaler Degeneration 

(Hailer et al. 1999). In Studien mit intravenöser Injektion des Fluoreszenzfarbstoffes DiI, 

welcher an Cholesterinpartikel gekoppelt war, fanden Fagan und Gage 1994 keine 

Rekrutierung peripherer Monozyten in die Zonen axonaler Degeneration. Deshalb wurde die 

Akkumulation glialer Zellen bisher nur auf eine Migration mikroglialer Zellen (Gall et al. 

1979, Rappert et al. 2004) und deren lokaler Proliferation zurückgeführt (Gall et al. 1979, 

Jensen et al. 1994, Hailer et al. 1999). Eine Infiltration monozytärer Zellen über die Blut-
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Hirn-Schranke wurde somit ausgeschlossen, jedoch zeigte sich nach Entwicklung chimärer 

Mäuse, deren Knochenmarkszellen GFP exprimieren, dass es in vielen experimentellen 

Setups zu einer Infiltration peripherer Monozyten kommt (Priller et al. 2001, Beck et al. 

2003). Deshalb untersuchten wir zum einen mit Hilfe dieser chimären Mäuse und zum 

anderen mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFDA die Infiltration monozytärer Zellen über die 

Blut-Hirn-Schranke im Modell der ECL erneut.  

 

Das Schicksal der Leukozyten nach Infiltration des Parenchyms ist ebenfalls noch nicht 

ausreichend geklärt. Zum einen kommt es zur Apoptose von T-Zellen über die Expression des 

Todesligangen FasL (Bechmann et al. 1999), zum anderen konnte das Auftauchen von, mit 

3H-Cytidin markierten, intraparenchymal injizierten Lymphozyten in den tiefen 

Halslymphknoten 24 Stunden nach Injektion in das ZNS gezeigt werden (Oehmichen et al. 

1979). Des weiteren folgt auf die oben erwähnte Erhöhung der absoluten Anzahl der 

Mikroglia/Monozyten nach ECL ein Absinken der Anzahl auf das vor-läsionale Niveau 

innerhalb von 30 Tagen nach Läsion (Jensen et al. 1994, Hailer et al. 1999). Da wir im Laufe 

unserer Forschungsarbeiten zeigen konnten, dass es zu einer Infiltration peripherer 

monozytärer Zellen in die Zonen axonaler Degeneration kommt, stellte sich für uns ebenfalls 

die Frage, ob Monozyten oder andere Leukozytenpopulationen (z.B. Lymphozyten) in der 

Lage sind, aus dem ZNS wieder zu emigrieren. 

Die Wege aus dem ZNS für Zellen, vor allem unter dem Gesichtspunkt des oben genannten 

Fehlens von lymphatischen Drainagewegen, sind bisher wenig untersucht. Mögliche Routen 

wurden bisher für interstitielle Flüssigkeit (Weller et al. 1992), Indikatoren (Boulton et al. 

1999) und Antigene (Harling-Berg et al. 1999) gezeigt. Sämtliche Hirnnerven, als mögliche 

Leitungsbahnen aus dem ZNS heraus, sowie alle Spinalnerven bieten sich als mögliche 

Routen aus dem ZNS an (Cserr and Knopf 1992, Weller et al. 1996). Eine Sonderstellung 

kommt dabei dem Nervus olfactorius zu. Der Bulbus olfactorius, liegt direkt über der Lamina 

cribrosa und dessen Nervenfasern enden im Riechepithel der Nasenschleimhaut. Somit 

besteht hier über die nasale Mukosa ein Anschluss zur Peripherie und damit zu zervikalen LK. 

In einem proof-of-principle Experiment sollte zunächst für Lymphozyten diese mögliche 

Migrationsroute untersucht werden. 
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Zielstellung 

Die vorliegende Dissertation widmet sich Fragestellungen im Rahmen der 

Grundlagenforschung zur Funktionsweise des Immunsystems bezüglich seines efferenten und 

afferenten Armes im ZNS. Hierbei wurden für Leukozytensubpopulationen die Invasion in 

und die Emigration aus dem ZNS untersucht. 

Wir konnten zunächst zeigen, dass in knochenmarktransplantierten Mäusen zirkulierende 

monozytäre GFP+ Zellen in Zonen axonaler Degeneration infiltrieren, wo sie die typische 

Morphologie ramifizierter Mikroglia annehmen. Hierbei stellte sich die Frage, ob die 

gefundene Rekrutierung Ursache der zuvor erfolgten Radiatio des Knochenmarkes bzw. ein 

Artefakt des GFP-Knochenmarktransplantates waren. Um zu prüfen ob dies der Fall ist, 

sollten C57 black6 Mäusen der Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxylfluorescein Diacetat (CFDA) 

in die Milz injiziert, 24h später die Tiere mittels ECL lädiert und weitere 48h später die Hirne 

der Tiere histologisch untersucht werden. 

Bezüglich der Emigration von Leukozyten aus dem ZNS sollten mögliche Drainagewege von 

Lymphozyten morphologisch dargestellt werden. Dazu wurden transgenen Mäusen, welche 

das GFP unter der Kontrolle des β-Actin Promoters in allen Zellen exprimieren, die T-Zellen 

entnommen. Nach Aktivierung dieser Zellen und anschließender Isolierung CD4+ T-Zellen 

sollten diese in C57 black6 Mäuse, welche den genetischen Hintergrund der GFP-Tiere 

bilden, injiziert werden. Zur Darstellung der CD4+ T-Zellen musste zunächst ein Protokoll 

etabliert werden, um ganze Köpfe und Hälse von Mäusen histologisch aufarbeiten zu können 

und dabei den verschiedenen Geweben von hartem Knochen bis hin zum weichen 

Bindegewebe gerecht zu werden. Es sollte ein Zeitschema des Auftauchens der T-Zellen in 

den LK charakterisiert und der Weg der Lymphozyten morphologisch dargestellt werden.  
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Methodik 

Tiere:  

Homozygote und heterozygote sechs Wochen alte Mäuse, die GFP unter der Kontrolle des β-

Actin Promoters in allen Zellen exprimieren, wurden für die Isolierung GFP positiver T-

Zellen und ausgewachsene C57 black6 Mäuse für die Injektionen der Zellen, verwendet. 

Sechs bis acht Wochen alte C57 black6 Mäuse wurden für die Injektionen von CFDA in die 

Milz verwendet. Die Tiere waren unter standardisierten Bedingungen untergebracht und die 

Tierschutzbestimmungen des Landes Berlin wurden eingehalten. 

T-Zellpräparation:  

Nach kraniozervikaler Dislokation wurden den GFP Mäusen die Hals-, Lenden-, Bauch- und 

Achsellymphknoten sowie die Milz entnommen. Mit einem Nylonzellsieb (70µm, von 

Becton, Dickinson und Company [BD]) wurde der Zellverband aufgelöst und die Zellen in 

RPMI-1640 (Gibco Life Technologies) gewaschen. Zur Entfernung der Erythrozyten aus der 

Zellsuspension wurden diese durch eine fünfminütige Inkubation von 0.83% NH4Cl bei 

Raumtemperatur mittels Hypoosmose zum Platzen gebracht. Die T-Zellen wurden mit 5ng/ml 

PMA und 1µg/ml Ionomycin (beide von Sigma), für 24 Stunden aktiviert. Nach 48 Stunden 

im Inkubator erfolgte die CD4+ Selektion mittels einer MACS (magnetic activated cell 

sorting; magnetisch aktivierte Zellsortierung) Säule und CD4 Mikrobeats (Milteny). Die Zahl 

lebender Zellen wurde, unter Ausschluss toter Zellen durch Anfärbung mit Trypan blau, 

ermittelt. Nach dreimaligem Waschen wurde die Zellzahl auf fünf Millionen Zellen je 4µl in 

0.1M PB (phosphate buffer; Phosphatpuffer) für die Injektion eingestellt. 

FACS (Fluorescence activated cell sorting; Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung) Analyse:  

Monoklonale, R-phycoerythrin konjugierte Antikörper gegen CD4, CD8 und CD11b gegen 

Maus waren von BD erhältlich. Die isolierten CD4+ Zellen wurden für 15 Minuten bei 4ºC 

mit den Antikörpern (1:100) inkubiert. Anschließend wurden die Daten mittels eines FACS-

Calibur erhoben und über das Datenverarbeitungsprogramm FlowJo ausgewertet. 

Entorhinale Kortexläsion und Injektion:  

Unter tiefer Ketaminnarkose (intraperitoneal) wurden die Tiere in einen Stereotakten (Kopf 

Instruments) eingespannt und die Schädeldecke freipräpariert. Die innere Kante einer 2mm 

breiten Edelstahlklinge wurde kurz über dem λ Punkt (Aufeinandertreffen der longitudinalen 

und λ Naht) justiert und anschließend 0.4mm nach rostral und 1.6mm nach links verschoben. 

Nach dem Eröffnen des Schädels an dieser Stelle mit einem Bohrer wurde die Klinge bis zum 

Auftreffen auf die Schädelbasis langsam in das Gehirn der Mäuse vorgeschoben. Die 

anschließende Injektion der vorbereiteten fünf Millionen Zellen (s.o.), in die Stelle der 
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entorhinalen Kortexläsion, erfolgte mit einer eingespannten 5µl Hamilton Pipette über einen 

Zeitraum von fünf Minuten. 

Ventrikelinjektionen:  

Die Mäuse wurden mit Ketamin narkotisiert (intraperitoneal) und in den stereotaktischen 

Apparat eingespannt. Vom λ Punkt aus wurden die folgenden Koordinaten zum Aufsuchen 

des rechten Ventrikels verwendet: 3mm rostral, 1mm links und 2mm dorsoventral in das 

Parenchym nach der Bohrung eines Schädelloches. Durch Aspiration einer kleinen Menge 

Liquor wurde der richtige Sitz der Nadel überprüft, bevor die Injektion der vorbereiteten fünf 

Millionen Zellen (s.o.) über einen Zeitspanne von fünf Minuten erfolgte.  

Intrasplenale Injektionen:  

Unter tiefer Ketamininjektionsnarkose wurde das linke, laterale Abdomen mit einem kleinen 

0.5cm großen Wechselschnitt eröffnet. Nach Darstellung der Milz wurden 100µl einer 2% 

CFDA Lösung in 0.1M PB über eine Minute injiziert. Haut und Peritoneum wurden 

anschließend separat vernäht. Die Kontrollgruppe erhielt eine Injektion mit 0.1M PB. 

Perfusion:  

Alle Mäuse wurden nach tiefer Ketaminnarkose (intraperitoneal) über die linke Herzkammer 

mit 100ml Natriumchlorid gefolgt von 150ml einer Fixationslösung, bestehend aus 4% 

Paraformaldehyd (PFA) in 0.1M PB, perfundiert. Bei einigen Tieren wurden die Gehirne aus 

dem knöchernen Schädel, sowie die zervikalen und inguinalen LK, als auch die Milz 

entnommen und für 24 Stunden in 4% PFA in 0.1M PB nachfixiert. Anderen Tieren wurden 

die kompletten Köpfe und Hälse sowie inguinale LK und die Milz entfernt. 

Cryostatschnitte:  

Nach Etablierung eines Zeitschemas des Auftauchens GFP+ Zellen in den zervikalen LK 

wurden ganze Köpfe und Hälse in einer speziellen Fixationslösung zum Entkalken, bestehend 

aus 1000ml 0.1M PB, pH 7.4 mit 160g EDTA and 10g Saccharose, für zwei Tage bei 50°C 

inkubiert. Nach 24 Stunden in 20% Saccharose in 0.1M PB, sowie weiteren 48 Stunden in 

30% Saccharose und anschließendem Einfrieren bei -80°C für mindestens 24 Stunden, waren 

die Proben für das Schneiden am Cryostaten vorbereitet. Die Schnittdicke horizontaler 

Schnitte betrug 20µm. 

Fluoreszenzmikroskopie:  

Für die Fluoreszenzmikroskopie wurden am Vibratom 50µm Schnitte hergestellt. Zur 

Detektierung GFP+ und CFDA+ Zellen wurden die unbehandelten Schnitte mit 

Immunomount (Shandon) eingebettet und anschließend unter einem Olympus BX-50 

Mikroskop analysiert. Nach der photographischen Dokumentation wurden einige Schnitte 
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über Nacht getrocknet und am darauffolgenden Tag mit Hematoxylin Eosin (HE) gefärbt, um 

die Morphologie und Lage der in die Lymphknoten eingewanderten Zellen darzustellen. 

Durch die HE Färbung ging die Fluoreszenz verloren, jedoch konnten durch Überlagerung der 

Aufnahmen vor und nach der HE Färbung die zuvor grün fluoreszierenden Zellen eindeutig 

identifiziert werden.  

Immunzytochemie:  

Die Schnitte wurden mit zehnprozentigem Ziegenserum in PB inkubiert um unspezifische 

Antikörperbindungsstellen zu blockieren. CD4+ Zellen wurden über Nacht bei 4°C mit dem 

monoklonalen Antikörper RM4-5 1:200 (BD) und mikrogliale Zellen mit dem polyklonalen 

CD11b Antikörper Mac-1αm 1:200 (Leinco Technologies), beide gegen Maus aus Ratte, 

inkubiert. Sichtbar gemacht wurden diese spezifischen Bindungen durch den Zweitantikörper 

Alexa Fluor 568 1:100 (Molecular Probes) gegen Ratte aus Ziege.  

DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindol) Färbung:  

DAPI ist ein blauer Fluoreszenzfarbstoff der an Adenosin/Thymidin-Regionen von DNS 

(Desoxyribonukleinsäure) bindet. Die Identifizierung intakter Nuklei ist über die Darstellung 

kondensierter und fragmentierter DNS von toten Zellen möglich. 
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Ergebnisse 

1. Invasion CFDA markierter Milzzellen nach ECL (Fig. 7 in Bechmann et al. 2005) 

Nach Injektion des Fluoreszenzfarbstoffes CFDA in die Milz und 24 Stunden später erfolgter 

ECL waren weitere 48 Stunden später viele fluoreszierende Zellen innerhalb der Zone 

axonaler Degeneration sichtbar. Die meisten dieser Zellen konnten wir mit dem Mac-1 

Antikörper für monozytäre Zelllinien anfärben. Des weiteren hatten diese Zellen auch schon 

teilweise die typische Morphologie ramifizierter Mikroglia angenommen. Die vereinzelten, 

runden, CFDA positiven, jedoch Mac-1 negativen Zellen entsprachen sehr wahrscheinlich 

Lymphozyten, welche den Hippokampus nach Läsion ebenfalls infiltrieren (Bechmann et al. 

2001).  

 

2. Zeitschema des Auftauchens von T-Zellen in zervikalen LK (Fig. 1 und 2 in Goldmann et 

al. 2006) 

In lädierten Mäusen konnten GFP-exprimierende, aktivierte T-Zellen in der Läsionsstelle und 

innerhalb des Ventrikels am Plexus choroideus gefunden werden. Die Distanz zur 

Injektionsstelle wurde mit der Zeit größer und die Zellen migrierten entlang des Alveus 

(einem myelinisierten Fasertrakt) zum ventralen Horn des Seitenventrikels. Sechs Stunden 

nach Injektion (hpi; hours post injection) konnten die ersten Zellen im umliegenden 

Bindegewebe der zervikalen LK gefunden werden. 12hpi fanden wir vereinzelte GFP+ Zellen 

innerhalb der oberflächlichen submandibulären LK beider Seiten, jedoch keine GFP+ Zellen 

innerhalb der oberflächlichen parotidealen oder inguinalen LK sowie der Milz. Die Anzahl 

der Zellen nahm mit der Zeit zu, bis zu einem Maximum 48hpi, das über sieben Tage anhielt. 

Die Anzahl der Zellen in den parotidealen oberflächlichen und inguinalen LK nahm ab 24hpi 

ebenfalls zu, erreichte jedoch nie die starke Anhäufung der oberflächlichen submandibulären 

LK. Bei Tieren mit Ventrikelinjektionen konnten wir dasselbe Zeitschema des Auftauchens 

der Zellen in den Lymphknoten beobachten.  

Mittels FACS Analyse konnten wir zeigen, dass ca. 93% unserer injizierten Zellen CD4+ und 

GFP+ waren. 

Die Lebensfähigkeit der GFP exprimierenden T-Zellen in den LK wurde mit Hilfe der DAPI 

Färbung nachgewiesen. Dafür wurden LK von Mäusen, welche sieben Tage nach Injektion in 

die Läsionsstelle des ZNS getötet worden waren, entnommen. In vielen GFP+ Zellen konnten 

intakte Nuklei ohne kondensierte oder fragmentierte Zellkerne als Kennzeichen lebender 

Zellen nachgewiesen werden.  
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Zur morphologischen Charakterisierung wurden HE Färbungen von den Fluoreszenzschnitten 

angefertigt, welche nach Überlagerung der Aufnahmen die runden Kerne der T-Lymphozyten 

zur Darstellung brachten. Mittels einer Doppelfluoreszenzfärbung konnten wir die Co-

Expression der grünen Fluoreszenz GFP+ Zellen mit der roten Fluoreszenz der CD4 Färbung 

nachweisen.  

 

3. Migrationsweg der T-Zellen (Fig. 3 bis 5 in Goldmann et al. 2006) 

Nach Etablierung des Zeitschemas identifizierten wir die Migrationsrouten der T-Zellen vom 

Parenchym des ZNS zu den zervikalen LK. Die am Cryostaten angefertigten Schnitte ganzer 

Köpfe und Hälse erlaubten uns, diese Route direkt zu verfolgen. Zwischen 12 und 48hpi 

konnten wir T-Zellen entlang der Riechnervenfasern durch die Lamina cribrosa wandern 

sehen. Wir verfolgten die T-Zellen unterhalb der epithelialen Schicht der nasalen 

Schleimhaut. In Übereinstimmung mit unseren Ergebnissen, dass ein einzelner spezifischer 

zervikaler LK eines Tieres 24hpi sehr viele GFP+ T-Zellen enthielt, andere hingegen nur 

vereinzelte, konnten wir in unseren Kopf/Hals Schnitten viele GFP+ Zellen innerhalb eines 

LK finden, jedoch kaum Zellen in benachbarten LK. Die Verteilung der Zellen innerhalb der 

LK zeigte keine Unterschiede zwischen Tieren, welche eine Ventrikelinjektion oder eine 

entorhinale Injektion erhalten hatten.  
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Diskussion 

Innerhalb der letzten Jahre sind mehrere Arbeiten publiziert worden, welche zeigten, dass die 

Blut-Hirn-Schranke und das Fehlen lymphatischer Abflusswege nicht Grundlage des 

Immunprivilegs des ZNS sind. So ist die Blut-Hirn-Schranke offensichtlich keine Blockade 

des efferenten Armes der Immunantwort (Hickey et al. 1991, Wekerle 1993, Quing et al 2000, 

Ransohoff et al. 2003, Engelhardt and Ransohoff 2005) und trotz Fehlens von klassischen 

Lymphgefäßen ist der afferente Arm ebenfalls nicht versperrt (Weller et al. 1992, Boulton et 

al. 1999, Harling-Berg et al. 1999, Cserr and Knopf 1992, Carson et al. 1998, Hatterer et al. 

2006). Somit wird das ZNS heute nicht mehr als ein vom Immunsystem ignoriertes Organ 

aufgefasst, sondern als ein Organ, in welchem Immuntoleranz aktiv aufrechterhalten wird. 

Dies geschieht über verschiedene Mechanismen wie zum Beispiel periphere Depletion und 

enge Kontrolle über den Aktivierungsgrad lokaler antigenpräsentierender Zellen (Kwidzinski 

et al. 2003, Becher et al. 2006). In weitergehenden Untersuchungen der Immunantwort im 

ZNS sind im Rahmen dieser Dissertation mit Hilfe der ECL darüber hinaus Details 

dargestellt.  

 

Mit Hilfe des Modells der ECL konnte von unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden, 

dass T-Zellen die Zonen axonaler Degeneration infiltrieren (Bechmann et al. 2001). Jedoch 

gab es Unklarheiten, ob es im Modell der ECL ebenfalls zu einer Infiltration monozytärer 

Zellen über die Blut-Hirn-Schranke in die Zonen axonaler Degeneration kommt. Zum einen 

ist nach Entwicklung chimärer Mäuse in einigen pathologischen Konstellationen die 

Infiltration peripherer Monozyten gezeigt worden (Priller et al. 2001, Beck et al. 2003), zum 

anderen konnten Fagan und Gage (1994) keine Rekrutierung peripherer Monozyten in ihrem 

experimentellen Setup nachweisen. Somit wurde die Erhöhung der Anzahl der 

Mikroglia/Monozyten nach ECL (Hailer et al. 1999) nur auf Migration (Gall et al. 1979, 

Rappert et al. 2004) und Proliferation (Gall et al. 1979, Jensen et al. 1994, Hailer et al. 1999) 

intrinsischer Zellpopulationen zurückgeführt.  

Deshalb untersuchten wir die Infiltration von aus dem Blut stammenden Monozyten in die 

Zonen axonaler Degeneration mittels zwei verschiedener experimenteller Zugangswege. 

Zunächst studierten wir die Invasion mit Hilfe von Mauschimären, welche sich durch die 

stabile Expression des GFP in Knochenmarkszellen schon in anderen Pathologien als hilfreich 

erwiesen hatten. Mittels konfokaler Mikroskopie konnten wir zeigen, dass innerhalb der 

mittleren Molekularschicht des Gyrus dendatus GFP+ Zellen über die Glia limitans in das 

Neuropil einwandern (Bechmann et al. 2005). Dies unterstreicht die Ansicht, dass es durch 
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anterograde Degeneration zur Produktion chemotaktischer Signale kommt, welche 

zirkulierende Leukozyten anlocken (Babcock et al. 2003). Obwohl in unseren 

Untersuchungen die ECL acht bis zwölf Wochen nach der Radiatio durchgeführt wurde und 

somit lange nach Schädigung der Blut-Hirn-Schranke (Yuan et al. 2003, Li et al. 2004), 

wollten wir ausschließen, dass die beobachtete Einwanderung der peripheren Monozyten 

nicht Ursache der zuvor erfolgten Radatio und Knochenmarkstransplantation war. Dazu 

untersuchten wir die Einwanderung in nicht-chimären Mäusen mit einer alternativen, im 

Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methode. Hierfür wurde 24 Stunden vor einer ECL der 

Fluoreszenzfarbstoff CFDA in die Milz injiziert und führte dort zu einer 

Fluoreszenzmarkierung phagozytierender Milzzellen. 48 Stunden nach ECL konnten wir bei 

den so behandelten Tieren viele fluoreszierende Zellen innerhalb der Zonen axonaler 

Degeneration erkennen. Durch die Anfärbung dieser Zellen mit dem Mac-1 Antikörper für 

monozytäre Zelllinien, sowie aufgrund der typischen Morphologie konnten wir diese Zellen 

als ramifizierte Mikroglia identifizieren. Somit vermochten wir auch mit Hilfe dieses 

experimentellen Setups nachzuweisen, dass es zu einer Invasion peripherer Monozyten in die 

Zonen axonaler Degeneration kommt. Insofern ist der initiale Anstieg der absoluten 

Mikroglia/Monozytenzahl nach ECL nicht nur auf Migration und Proliferation intrinsischer 

Mikroglia, sondern auch auf die Invasion aus dem blutstammender Monozyten 

zurückzuführen.  

 

Während die alte Vorstellung, von der Blut-Hirn-Schranke als Barriere für das Eindringen 

von Leukozyten widerlegt ist, ist es noch immer eine experimentelle Herausforderung zu 

untersuchen, in welchem Ausmaß und auf welchen Routen intraparenchymale 

Zellpopulationen in der Lage sind, das Neuropil in Richtung LK zu verlassen. Die Tatsache, 

dass subarachnoidal injizierte Zellen zervikale LK erreichen können, ist nicht neu und wurde 

zuerst für Erythrozyten und Lymphozyten gezeigt (Oehmichen et al. 1979). 1998 erweiterten 

Carson et al. dieses Wissen auf intrathekal injizierte dendritische Zellen und ähnliche 

Ergebnisse sind auch von anderen kürzlich publiziert worden (Karman et al. 2004, Hatterer et 

al. 2006). Jedoch identifizierte keine dieser Studien die anatomischen Wege, welche die 

Zellen benutzten, um den subarachnoidalen Raum zu verlassen. Zu diesem Zweck etablierten 

wir zunächst das zeitliche Schema des Auftauchens der GFP exprimierenden CD4+ T-Zellen 

in den LK nach Injektion GFP+ T-Zellen in die Stelle einer entorhinalen Kortexläsion. 

Hierbei konnten wir zeigen, dass die T-Zellen 12hpi in das ZNS erstmals vereinzelt in 

zervikalen LK auftauchen und bis 48hpi stark akkumulieren und bis mindestens sieben Tage 
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nach Injektion weiterhin in den zervikalen LK präsent sind. Dann entwickelten wir ein 

Fixationsprotokoll, welches uns erlaubte, den Weg der injizierten GFP+ T-Zellen aus dem 

Gehirn hinaus zu verfolgen. Wir fanden die Zellen zunächst entlang der Riechnerven, dann 

unter der Nasenschleimhaut und schließlich in spezifischen zervikalen LK (Goldmann et al. 

2006). Somit konnten wir zeigen, dass T-Zellen die bisher nur für lösliche Antigene 

postulierte Route (Cserr and Knopf 1992) benutzen.  

 

Eine wichtige Frage blieb zunächst offen: Erfolgt die Passage vom ZNS in zervikale LK 

aufgrund des passiven Transports mit dem abfließenden Hirnwasser und später der Lymphe 

oder ist es ein Prozess aktiver Migration? Es scheint, dass Migration keine notwendige 

Voraussetzung einer solchen Passage ist, da auch nicht migrationsfähige Zellen, wie 

Erythrozyten, die zervikalen LK erreichen können (Oehmichen 1979 et al.). Allerdings 

könnten chemotaktische Signale zur Akkumulation der T-Zellen in spezifischen LK führen, 

weil benachbarte LK fast keine T-Zellen aufwiesen. Auf jeden Fall scheint eine massive 

Gehirnverletzung und Eröffnung der Blut-Hirn-Schranke keine notwendige Voraussetzung für 

eine scheinbare Induktion von chemotaktischen Signalen zu sein, da die Verteilung der T-

Zellen innerhalb der LK sich nicht zwischen den Tieren unterschied, welche eine Injektion in 

die Läsionsstelle oder in den Ventrikel erhalten hatten.  

 

Ovalbumin kann, nach Injektion in das Gehirn, eine Immunantwort erzeugen (Wenkel et al. 

2000). Diese Immunantwort ist jedoch nicht destruktiv und besteht in einer Toleranz 

erzeugenden Antigenpräsentation, einer sogenannten Immundeviation (Streilein and 

Niederkorn 1985). Diese Immundeviation findet auch bei eröffneter Blut-Hirn-Schranke statt 

und kann über zervikale LK Zellen in andere Tiere transferiert werden (Wenkel et al. 2000). 

Dies könnte über Drainage von Ovalbumin über die bekannten Routen (Cserr and Knopf 

1992) und tolerogene Antigenpräsentation aufgrund des Fehlens notwendiger 

proinflammatorischer Stimuli erklärt werden. Nach unseren Ergebnissen könnte eine 

alternative Erklärung sein, dass regulatorische T-Zellen, entstanden im Neuropil aufgrund 

unzureichender Ko-Stimulation (Brabb et al. 2000, Bechmann et al. 2001, Kwidzinski et al. 

2003, Trajkovic et al. 2004) und deren anschließende Auswanderung über die von uns 

dargestellte Route in periphere LK, die adaptive Immunantwort antigenspezifisch 

herabregeln. Die Bedeutung zervikaler LK Stationen bei der Modulierung von 

Immunantworten, zeigt sich unter anderem auch dadurch, dass in zervikalen LK geprägte 

enzephalitogene T-Zellen bevorzugt das ZNS invadieren (Lake et al. 1999) und dass nach 
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Entfernung der zervikalen LK Stationen eine experimentelle autoimmunen Enzephalomyelitis 

um bis zu 40% abgemildert werden kann (Phillips et al. 1997). 

 

Zusammengefaßt konnten wir zeigen, dass auch der afferente Arm der Immunantwort durch 

das Fehlen lymphatischer Abflusswege, zumindest für T-Zellen, nicht blockiert ist. 

Infolgedessen stellt sich die Frage, ob dies ebenso für weitere Leukozytenpopulationen der 

Fall ist. Mit einem Maximum ungefähr drei Tage nach Läsion kommt es zu einem initial 

starken Anstieg der absoluten Anzahl von Mikroglia/Makrophagen innerhalb der Zonen 

axonaler Degeneration (Hailer et al. 1999). Dafür sind bis jetzt drei Mechanismen bekannt. Es 

kommt zu einer Migration von Mikroglia aus umliegenden Arealen (Gehrmann et al. 1991, 

Jensen et al. 1994, Rappert et al. 2004), zur Proliferation mikroglialer Zellen (Gall et al. 1979, 

Jensen et al. 1994, Hailer et al. 1999) und, wie jetzt durch uns gezeigt, einer Einwanderung 

aus dem Blut stammender monozytärer Zellen in die Zonen axonaler Degeneration 

(Bechmann et al. 2005). Die absolute Anzahl von Mikroglia nach initial starkem Anstieg ist 

jedoch 30 Tage nach Läsion wieder auf das vor-läsionale Niveau gesunken (Jensen et al. 

1994, Hailer et al. 1999). Dies könnte ein Resultat apoptotischer Elimination sein, jedoch ist 

bis zu zehn Tage nach Läsion keine Apoptose nachweisbar (Bechmann et al. 2000). Man 

könnte spekulieren, dass ebenfalls (eine Subpopulation von) mikroglialen/monozytären Zellen 

in der Lage ist, das Neuropil zu verlassen und zervikale LK zu erreichen. Das Auftauchen von 

dendritischen Zellen in zervikalen LK nach Injektion in das ZNS ist schon gezeigt worden 

(Carson et al. 1998, Karman et al. 2004, Hatterer et al. 2005). Eine mögliche Migration dieser 

Zellen könnte die Ursache für Myelinfragmente sein, welche in den zervikalen LK von 

Menschen und Affen gefunden worden sind, die an MS oder dem Tiermodel, der 

experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis, leiden (de Vos et al. 2002, Fabriek et al. 

2005). Mit unserem etablierten Modell wollen wir nun versuchen, diese Fragen zu 

untersuchen und vor allem mögliche Routen aus dem ZNS für dendritische und monozytäre 

Zellen darzustellen. Wir könnten im Laufe dieser Forschungsarbeiten lernen, dass das Gehirn 

wie jedes andere Organ auch von Immunzellen patrouilliert wird, und dass das 

"Immunprivileg" durch eine ortspezifische Modulation des Aktivierungsgrades der 

antigenpräsentierenden Zellen und Lymphozyten aufrechterhalten wird.  
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