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1  Zusammenfassung

Die Alzheimer'sche Erkrankung ist als hiufigste Demenzform im Rahmen der derzeitigen
demographischen Entwicklung in den Industrielandern Gegenstand vieler Forschungsarbeiten. Die
ursdchliche Pathologie der Erkrankung ist die Entstehung amyloider Plaques, die in humanem
Hirngewebe post mortem nachgewiesen werden konnten. Dennoch konnen die Plaques, welche
auch in Gehirnen von nicht an AD leidenden Individuen nachgewiesen werden konnten, isoliert
nicht fir die vollstandige Erklarung der Pathogenese verantwortlich gemacht werden. In dieser
Arbeit wurde ein erster Schritt unternommen, die extrazellulire Matrix, die die
Rahmenbedingungen fiir samtliche Stoffwechselleistungen des menschlichen Gehirns darstellt,
anhand von vergleichenden Analysen verschiedener Proteine zu untersuchen.

Mit Hilfe immunhistochemischer Analysen von post mortem-entnommenen humanem Hirngewebe
wurden Neurone und Gliazellen auf Positivitat fir die Serumproteine Albumin, Fibrinogen, ot1-anti-
Chymotrypsin und ol-saures-Glykoprotein untersucht. Daber wurde 1m Rahmen einer
semiquantitativen mikroskopischen Analyse gezeigt, dass die Anzahl der positiv angefarbten
Neurone und Gliazellen bei AD-Patienten im Vergleich zu hirngesunden Kontrollgruppen
signifikant erhoht war.

Es wurde ebenfalls festgestellt, dass es offensichtlich keinerlei rdaumlichen Zusammenhang
zwischen Zellen mit Positivitat fir eines der genannten Proteine und amyloiden Plaques gibt. Die
Ergebnisse deuten also eher auf eine generalisierte Transportproblematik mit zentraler Beteiligung
der den Hirnstoffwechsel organisierenden Komponenten der EZM hin. Eine Aussage uber einen
Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein der Proteine, den amyloiden Plaques und einer
Neuronenschadigung konnte nicht getroffen werden. Es liegt auf der Hand, dass die AB-Plaques,
trotz ihrer in vitro nachgewiesenen neuronalen Toxizitét nicht allein in der Lage sind, die neuronale
Degeneration zu erklaren.

Es ist jedoch bekannt, dass AB-Plaques auch bei nicht als AD-Patient klassifizierten Individuen
nachgewiesen werden konnen. Daher ist es in Zukunft entscheidend, den pathogenetischen Horizont
in Bezug auf die AD auch auf andere Bereiche zu erweitern. In dieser Arbeit wurde erstmalig
gezeigt, dass - nach heutigem Wissensstand - ausschlieBlich peripher synthetisierte Serumproteine
eindeutig im menschlichen Gehirn vorkommen. Die genaue Herkunft der Proteine ist allerdings
nicht endgiltig aufgeklart. Eine intrazerebrale Genese konnte bis heute weder widerlegt noch

bewiesen werden. In jedem Fall erscheint es logisch, dass die Proteine eine Funktion wahrnehmen
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und mitnichten erst nach dem Eintritt einer nichtphysiologischen Situation ins Hirnparenchym oder
in neuronale Zellen gelangen. Der EZM, die die Rahmenbedingungen fir samtliche
Stoffwechselprozesse und interzelluldaren Interaktionen im ZNS schafft, kommt hierbei eine
entscheidende Rolle zu, der in Zukunft, auch in Bezug auf andere zerebrale Pathologien, mehr

Beachtung geschenkt werden sollte.

1 Summary

Correlation of serum proteins with amyloid deposit in healthy and

Alzheimer brain parenchyma

Alzheimer's Disease, as the most frequent form of dementia in the course of demografic
development in the industrialised countries, is currently subject to many research projects. Its causal
pathology is the formation of amyloid plaques, which can be detected in brain tissue post mortem.
Yet, these plaques, which can also be found in brains of individuals not carrying AD, cannot solely
explain the etiology. In this project a first path was taken to take the extracellular matrix,
responsible for all general conditions in which brain metabolism takes place, into the equation by
comparing analysis of different proteins.

With the help of immunohistochemical analysis of brain tissue extracted post mortem, neurons and
glial cells were tested for positivity of serumproteins, more specifically for albumin, fibrinogen, o1-
antichymotrypsin and a1-acid glycoprotein. Thus, in a semiquantitative microscopic analysis, it
appeared that the number of positively dyed neurons and glial cells was significantly higher in the
group of AD-patients than in the control group of brain-healthy individuals. Secondly, the examined
brain tissue delivered evidence that there is no spatial coherence of cells positive for the named
proteins and amyloid plaques. These results rather point towards a more general interference of the
brain's metabolism with components of the extracellular matrix centrally disturbed. There was no
evidence however for a correlation between the presence of the examined proteins, amyloid plaques
and neuronal damage. Still, it remains obvious that senile plaques, despite their neuronal toxicity in

vitro, cannot solely explain neuronal degeneration.
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As it is known, abeta-plaques can also be shown in patients not classified as having Alzheimer's
Disease. Therefore it will be crucial to future research to widen the pathogenetical horizon

regarding Alzheimer's Disease to other fields.

In the work, we showed for the first time that — at least up to todays state of knowledge -
serumproteins exclusively synthesized peripherally can be found in the human brain. Exact
provenance of these proteins however is not finally explored yet. An intracerebral genesis still hasn't
been neither contradicted nor proven. In either case it seems logical, that these proteins fulfill a
function and by no means only enter the brain parenchyma or the neuronal cells due to a non-
physiological situation. The extracellular matrix, being responsible for the establishment of the
basic conditions for cellular interaction in the central nervous system, clearly plays a major role in
this interplay. Therefore, more attention should be paid to it in the future, regarding Alzheimer's

Disease as well as other cerebral pathologies.
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2 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Physiologisches Altern

Die menschliche Lebenserwartung in den Industrienationen liegt aktuell bei tiber 80 Jahren.
Der heutige Kenntnisstand tiber das physiologische Altern besagt jedoch, dass bereits vor
Beginn des dreifigsten Lebensjahres erste Alterungsprozesse einsetzen. Als eine der primaren
Ursachen fiir den allméhlichen korperlichen Funktionsverlust gilt die Reaktion
hochaggressiver Radikale mit Korpergewebe, der sog. oxidative Stress (Fukagawa, 1999).
Unter oxidativem Stress versteht man die vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen
wihrend des Alterungsprozesses, die mit Proteinen, Lipiden oder DNA reagieren und diese

verandern konnen.

tight

Junctions Endothelzelle

BLUT

HIRN

Abb. 1: Schematische Darstellung der Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke (Abb. 1) dient zum Schutz des empfindlichen Nervengewebes des
ZNS. Im Wesentlichen besteht sie aus Endothelzellen der Kapillaren des Gehirns, die durch
,ytight junctions™ eng miteinander verbunden sind und dadurch den vesikuldren Transport
durch jene Zellen einschranken (Jacobs, 1978). Im hoheren Lebensalter erhoht sich die
Permeabilitdit der Blut-Hirn-Schranke signifikant, was auf emn Nachlassen der
Schrankenfunktion hindeutet (Pakulski, 2000). Ein totaler Zusammenbruch der Blut-Hirn-

Schranke fiihrt zu neuronaler Degeneration (Jacobs, 1978).
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Im Maus-Modell kommt es in bestimmten Hirnarealen zu einem signifikanten
Neuronenverlust wahrend des physiologischen Alterns (Sturrock, 1989). Ebenso ist das
menschliche Gehirn wie auch die anderen Organe des Korpers hinsichtlich der Neuronenzahl,
der neuronalen Verkntipfungen und weiterer Merkmale von Alterungsprozessen betroffen. So
kommt es in bestimmten Hirnregionen im Verlauf des Alterns zu einem Neuronenuntergang,

welcher als physiologisch angesehen wird.

Die Zahl der Neurone im menschlichen ZNS wird auf mindestens 10" geschétzt. Sie sind
umgeben von Gliazellen, deren Anzahl die der Neurone um das ca. 10 bis 50-fache tibersteigt.
Die Zahl der Astrozyten fallt mit steigendem Alter nur leicht ab, wahrend sich in den anderen
Gliazellreihen parallel zum Neuronenverlust eine signifikante Abnahme findet (Lasn et al.,
2006). Im hoheren Lebensalter kommt es zu einer vermehrten Aktivierung von Gliazellen im
ZNS (diPatre et al., 1997). Dies kann zum einen als neuroinflammatorischer Prozess (Conde
et Streit, 2006), zum anderen als Zeichen einer dystrophischen Verdnderung der Gliazellen,

interpretiert werden (Streit et al., 2004).

In Verbindung mit den erwéahnten Altersverdnderungen des Gehirns verdndern sich die
Hirnfunktionen: Dabei sind vor allem, allerdings nicht allein, kognitive Leistungen zu nennen.
Ein Nachlassen kognitiver Leistungen im Alter wird von einem gewissen Ausmaf} an als
pathologisch aufgefasst, spatestens bei einer Beeintrachtigung der selbststiandigen
Lebensfuhrung. Beim Patienten wird zuerst eine leichte kognitive Storung diagnostiziert, die

mit zunehmendem Lebensalter in eine Demenz minden kann.
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Abb. 2: Bevolkerungsprojektion fiir die Bundesrepublik Deutschland von 2004 (Querbalken)
mit Prognose fir 2050 (schwarze Linie). Es zeigt sich eine fir Industrienationen typische

Altersverteilung (Quelle: Statistisches Bundesamt).
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2.2 Demenzen als pathologische Altersverinderungen

Demenz wird definiert als fortschreitende kortikale und/oder subkortikale Atrophie des
Hirnparenchyms. Dabei ist die Demenz von der physiologischen Involution zu unterscheiden.
In Deutschland sind ca. 7% der tber 65-jahrigen dement (Bickel, 2001). Nach heutigem
Kenntnisstand leiden mehr als 50% dieser Patienten an der sog. Alzheimer-Demenz, welche
damit die Hauptursache fiir dementielle Erkrankungen darstellt. Thre Pravalenz korreliert
direkt mit dem Lebensalter (Katzman, 1988). Weitere Demenzformen sind die vaskuldre
Demenz (ca. 20% der Falle) und verschiedene seltenere Demenzformen, wobei davon
ausgegangen wird, dass es sich dabei haufig um Mischformen handelt. Aufgrund der
demographischen Entwicklung (Abb. 2) mit steigender Lebenserwartung wird den
Demenzerkrankungen 1in Zukunft eine i1mmer groBer werdende Rolle auch in

soziodkonomischer Hinsicht zukommen.

2.3  Die Alzheimer‘sche Erkrankung (AD)

Beschrieben wurde die AD erstmals 1907 von dem deutschen Neuropathologen und
Psychiater Alois Alzheimer (Abb. 4), der bei seiner Patientin Auguste Deter (Abb. 3) eine
,eigentimliche Erkrankung der Hirnrinde® feststellte (Alzheimer, 1907). Die Patientin litt
sowohl an einer zeitlichen als auch ortlichen Desorientiertheit, einer gravierenden

Personlichkeitsveranderung und  Stimmungsschwankungen. 100 Jahre nach ihrer

Erstbeschreibung rechnen Demographen fiir das Jahr 2050 mit tber 2 Millionen Betroffenen
(Bickel, 2001).

Abb. 3: Auguste Deter Abb. 4: Alois Alzheimer
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Die Ursache der AD konnte bisher nicht vollstandig geklart werden. Gendefekte auf den
Chromosomen 1, 14 und 21 konnten in einem kleinen Teil der Falle nachgewiesen werden
(Clark, 1993). Meist handelt es sich um Mutationen des Presenilin-1-Gens, das sich auf
Chromosom 14 befindet. Es sind bereits mehr als 100 Mutationen beschrieben wurden.
Ebenso konnte eine Assoziation zwischen der AD und der Trisomie-21 gezeigt werden
(Karlinsky, 1986). Auf dem beim Down-Syndrom dreifach vorhandenen Chromosom 21
befindet sich das fur das Amyloid-Vorldufer-Protein codierende Gen. Betroffene Individuen
erkranken zu einem deutlich friheren Zeitpunkt. Diese familidren Félle der AD, bei denen es
zu einer Uberproduktion von Amyloidpeptid kommt, sind aber eindeutig von den
sporadischen Féllen abzugrenzen.

Die eigentliche Pathogenese der sporadischen AD konnte bisher noch nicht endgiiltig geklért

werden.

2.3.1 Symptomatik, Diagnostik und histopathologische Merkmale der AD

Im Vordergrund stehen initial Storungen der Merkleistung und Orientierung, insbesondere
das Kurzzeitgedachtnis ist betroffen. Weiterhin féllt bei der Anamnese eine Beeintrachtigung
des abstrakten Denkens auf. Geeignete neuropsychologische Testverfahren hierfur sind der
Mini-Mental-Status-Test (Folstein et al., 1975) und die spezifischere Alzheimer‘s Disease
Assesment Scale (ADAS-cog), die auch zur Verlaufskontrolle der Krankheitsprogredienz
eingesetzt wird (Mohs et Cohen, 1988). Zusatzlich kann eine diskrete akinetisch-rigide
Symptomatik auftreten.

In der Elektroenzephalographie zeigen sich ein verlangsamter Grundrhythmus und ein
Anstieg der relativen Theta-Aktivitat (Coben et al., 1995). Im Computertomogramm erscheint
das Hirngewebe atrophiert und die Liquorraume vergrofert. Die gewebesensitivere
Magnetresonanztomographie zeigt zusétzlich noch eine akzentuierte Hippocampusatrophie. In
der Positronen-Emissions-Tomographie und in der Single Photon Computed Emission
Tomography erkennt man eine globale Reduktion der zerebralen Durchblutung und des
Glukosemetabolismus, welche mit dem Schweregrad der Demenz korrelieren. Im Liquor
kommt es zu einer Erhohung der Konzentration von AB-Antikorpern und des Tau-Proteins,

wiahrend AP selbst erniedrigt ist (Kosik, 1986, Delacourte, 1986).

14
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Das Tau-Protein bildet den Hauptbestandteil der intrazellularen Neurofibrillenbiindel. Diese
Biindel sind charakteristische histopathologische Merkmale der AD und bestehen aus
hyperphosphoryliertem Tau-Protein. Das Tau-Protein gehort zur Gruppe der mikrotubuli-
assozilerten Proteine, welche eine wichtige Rolle bei deren Stabilisierung und Dynamik
spielen (Goedert et al., 1991) und den axoplasmatischen Flux gewahrleisten. Die Dynamik der
extrazellularen Matrix (EZM) ist von der Zellumgebung abhingig und entsteht durch fokale
Adhasionen und Kontraktion von Filamenten. Infolge der Hyperphosphorylierung des Tau-
Proteins kommt es zur Labilisierung der Wechselwirkung zwischen Mikrotubuli und Tau-

Protein.

Deutlichstes histopathologisches Kennzeichen der AD ist die Anwesenheit einer groen Zahl
an amyloiden Plaques und jener neurofibrillarer Buindel bei gleichzeitiger Neurodegeneration.
Diese typischen extrazellular abgelagerten Alzheimer-Amyloid-f-Plaques werden in ,, reife* -
senile Plaques und ,unreife - diffuse Plaques eingeteilt. Senile Plaques sind extrazellulare
Ablagerungen und bestehen grofBtenteils aus dem 40 Aminosdauren-langen APB40. Im
Gegensatz hierzu findet sich in diffusen Plaques uberwiegend das aus 42 Aminosduren
bestehende AP42. Die diffusen Plaques sind schon in frithen Stadien der Alzheimer-Demenz
zu finden und werden als Vorlauferlasionen der senilen Plaques angesehen, da sie keine
pathologisch veranderten Neuriten enthalten und nur in geringem Ausmal} kondensiert sind.
Die ,reifen” Plaques treten gewohnlich erst im spéateren Verlauf der Alzheimer-Demenz in
groBer Zahl auf Innerhalb dieser Amyloidablagerungen und in deren unmittelbarer
Umgebung befinden sich dystroph veranderte Neuriten. Diese sind durch ultrastrukturelle
Veranderungen, einschlieBlich vergroBerter Lysosomen, zahlreicher Mitochondrien und
paarig helikaler Filamente gekennzeichnet. Wie lange die Ausbildung einer solchen
neuritischen Plaque dauert und welcher Mechanismus zu einer Umwandlung der diffusen in

senile Plaques fiihrt, ist nicht bekannt (Selkoe, 2001).

Das Amyloid-B-Peptid entsteht aus einem Protein, dem Amyloid-Vorldufer-Protein (APP),
welches zu den transmembranédren Glykoproteinen gehort (Kang et al., 1987). APP, in der
Zellmembran lokalisiert, besitzt einen extra- und einen intrazelluldren Anteil und ist
entscheidend bei der Vermittlung von neuronalen Zell-Zell-Kontakten und der Zelladhésion
beteiligt (Breen et al., 1991). APP interagiert mit der extrazellularen Matrix und dabei in
erster Linie mit dem Proteoglykan Heparansulfat, aber auch mit Laminin und Kollagen Typ
IV (Caceres, 1997).
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Es kann von mehreren Sekretasen gespalten werden. Deren wichtigste Vertreter sind die o-,
B- und y-Sekretase (Hartmann, 1999). Je nach Sekretase entstehen verschiedene
Zwischenprodukte. Die durch die B- und y-Sekretase gebildeten AP-Peptide variieren in ihrer
Lange. Es existieren die beiden oben beschriebenen Varianten. Zum einen das 40
Aminosauren lange AP-40, welches den groBeren Teil der gebildeten Peptide ausmacht, und
das 42 Aminosduren lange AP-42. Dies ist von zentraler pathologischer Bedeutung, da das
langere AP-42 eine deutlich hohere Aggregationstendenz aufweist (Younkin, 1995).
Nervenzellen besitzen die grofite bisher beobachtete APP-Menge. Dies konnte die
Gehirnspezifitat der AD erklaren, da die Regenerationsfahigkeiten des Gehirns und dessen

Maoglichkeiten geschadigte Zellen zu ersetzen begrenzt sind.

Die Neurodegeneration bei der AD ist sehr ausgepragt und zeigt eine deutliche Bevorzugung
bestimmter Hirnregionen und Neuronentypen. Finden sich in einigen Hirnregionen auch im
Spatstadium der AD kaum oder keine Veranderungen, ist in anderen Arealen ein Untergang
von mehr als einem Drittel der Nervenzellen zu verzeichnen (Lasn et al., 2001). Besonders
frithzeitig lasst sich eine Neurodegeneration in limbischen und paralimbischen Regionen wie
im cholinergen Projektionssystem des basalen Vorderhirns, im enthorinalen Kortex und im
Hippocampus nachweisen.

Der Hippocampus zahlt zu den evolutionir éltesten Regionen des Gehirns. Es ist eine der
Hirnregionen, in denen auch noch zur Lebenszeit Neurogenese stattfindet. Eine mogliche
Verknuipfung zwischen einer Stérung dieser Regeneration und der AD wird diskutiert (Elder
et al., 2006). Definitiv kommt es im Hippocampus im Verlauf der AD zu einem signifikanten
Neuronenverlust im Vergleich zum normal alternden Menschen (Simic et al., 1997).
AuBerdem wurde in einer &dhnlichen Studie nachgewiesen, dass der hippocampale
Neuronenverlust mit dem Schweregrad der Demenz korreliert (Bobinski et al., 1997). Im
Modellversuch mit transgenen Mausen zeigte sich jedoch, dass der Untergang von
Nervenzellen die Amyloidplaquebelastung sogar tbersteigt (Schmitz et al., 2004). Dies
konnte darauf hinweisen, dass die Plaques nicht allein fur den hippocampalen Zellverlust
verantwortlich sind. Hierbei kommt der extrazellularen Matrix des Hippocampus eine
besondere Bedeutung zu. Es wurde festgestellt, dass im Hippocampus von Méausen nach
Exzitotoxininfusion eine Interaktion zwischen Laminin, einem Glykoprotein der
extrazellularen Matrix und Neuronen den Untergang von Nervenzellen verhindern kann

(Chen et al., 2003).

16



2 Einleitung

Ganz allgemein ist festzustellen, dass die regionalen Unterschiede in der Verteilung der
neurodegenerativen Prozesse der neuronalen Vulnerabilitdt folgen. Das heifit, ein hoher Grad
an neuronaler Plastizitat bedingt offenbar gleichzeitig eine hohe neuronale Vulnerabilitat
(Braak et al., 2000). Umfangreiche Teile des Gehirns erleiden bis zum Vollbild der AD keine
Veranderungen oder zeigen nur geringfiigige Schaden. Der pathologische Prozess bei der AD
schreitet unaufhaltsam voran, zeigt keinerlei Remissionen und bietet keine Moglichkeit zur
spontanen Ausheilung. Wenn nun im folgenden Abschnitt von Therapiemoglichkeiten
gesprochen wird, sind dies keine kurativen, sondern entweder rein symptomatische oder den

Krankheitsprozess verzogernde Ansétze.

2.3.2 Therapie der AD

Bis heute gibt es im Prinzip nur zwei medikamentose Ansitze in der Therapie von
dementiellen Erkrankungen. Zum einen die Gabe von Cholinesteraseinhibitoren, welche die
Konzentration von Acetylcholin im synaptischen Spalt erhohen und damit die Verminderung
cholinerger Neurone ausgleichen. Acetylcholinkonzentrationen im Liquor von AD-Patienten
sind im Vergleich zu gesunden Individuen signifikant erniedrigt (Jia et al., 2004). Zum
anderen die NMDA-Rezeptor-Antagonisten, die eine Uberstimulation jener Rezeptoren
verhindern, was unbehandelt zu Exzitotoxizitdt und neuronaler Degeneration fithren kann
(Gauthier et al., 2006). In Studien konnte gezeigt werden, dass eines oder beide Medikamente
die Symptome Demenzkranker lindern konnen (Roberson et Mucke, 2007).

Im Mausmodell wurde nach Impfung gegen AP eine Reduzierung der Plaquebelastung durch
Bildung von Antikérpern gegen AP nachgewiesen (Qu et al., 2006) und es konnte gezeigt
werden, dass die Integritit der Blut-Hirn-Schranke nach Auflésung der Plaques
wiederhergestellt wird (Dickstein et al., 2006). Eine klinische Studie mit aktiv-geimpften
menschlichen Patienten wurde gestoppt, nachdem bei 6% dieser Patienten eine T-Zell-
vermittelte Meningoenzephalitis auftrat (Schenk, 2002).

Allerdings konnte in mehreren Studien mit Hilfe von Demenztests die Wirksamkeit von
nichtmedikamentoser Therapie in Form von Gedéchtnistraining nachgewiesen werden. Selbst
eine einstindige tiglich systematisch durchgefiihrte Aktivierung durch Angehorige fuhrt zu

messbaren Verbesserungen der kognitiven Leistungen (Quayhagen et al., 1995).

Der entscheidende Durchbruch in der Therapie der AD ist bisher noch nicht gelungen (Becker

et Greig, 2008). Essentiell fiir eine erfolgreiche Therapie ist ein grundsatzliches Verstandnis
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der pathologischen Prozesse, die im erkrankten Organismus ablaufen. Im niachsten Abschnitt
wird dargestellt, dass neben der Ablagerung von Amyloidpeptid auch noch andere

Pathomechanismen zeitgleich ablaufen und die Progredienz der AD beeinflussen.

2.3.3 Pathophysiologie der AD

Gegen eine direkt und ausschlieBlich mit den AP-Plaques verkntipfte Pathogenese der AD
spricht, dass AB-Plaques mitnichten pathognomonisch fiir eine AD sind, sondern ebenfalls im
physiologischen Alterungsprozess entstehen. Man vermutet daher eher, dass die starke
Korrelation zwischen AD und AP auf eine Beschleunigung der neuronalen Degeneration
hindeutet (Davies et al., 1988). Es konnte bisher jedoch keine Assoziation zwischen

Plaquelokalisation und Neuronenuntergang nachgewiesen werden (Schmitz, 2004).

Allerdings wirken A-Plaques in vitro toxisch auf Nervenzellen (Pike et al., 1991). Der
Mechanismus der toxischen Wirkung ist noch nicht endgultig geklart. Man vermutet, dass
losliche Bestandteile des AB-Komplexes, sog. AB-Oligomere, an verschiedenen Punkten der
interneuronalen Signalkaskaden wirken und diese storen (Lambert et al., 1998, Cerpa et al.,
2008).

Die Toxizitdt von AP scheint auBerdem von verschiedenen Faktoren beeinflusst zu werden.
Dazu gehoren Apolipoprotein E (ApoE), Akute-Phase-Proteine, Proteoglykane und
Metallionen (Iversen et al., 1995). Beispielsweise senkt €4, ein Allel des fur das Apo-E-
codierende Gen, das durchschnittliche Erkrankungsalter und erhoht das Erkrankungsrisiko bei
Patienten mit vorbestehender Arteriosklerose deutlich (Hofman et al., 1997). Im Maus-Modell
zeigen ApoE-Knockout-Tiere eine deutlich verringerte Plaquebildung (Bales et al., 1997). In
einer neueren Studie wird jedoch postuliert, dass ApoE die proteolytische Spaltung von

bestehenden AB-Plaques begiinstigt (Jiang et al., 2008).

Ebenfalls interessant erscheinen die vielen positiven Korrelationen zwischen stattfindenden
Entziindungsreaktionen und der  Alzheimer-Pathologie. Der  wohl  popularste
Entzindungsmarker, das C-reaktive Protein, findet sich vermehrt in Hippocampusformationen
von post mortem untersuchten AD-Gehirnen (McGeer, 2001). In Serum und Liquor von AD-
Patienten wurden signifikant hohere Konzentrationen des Akute-Phase-Proteins ol-anti-

Chymotrypsin (aaC) nachgewiesen (Lieberman, 1995, Harigaya, 1995, Dik et al., 2005).
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Erhohte Plasmaspiegel von Fibrinogen und eben jenem aaC konnten als Risikofaktoren einer
Demenzerkrankung erfasst werden (Engelhart et al., 2004, van Oijen, 2005). In retrospektiven
Studien mit dem nicht-steroidalen Entziindungshemmer (NSARs) Ibuprofen konnte gezeigt
werden, dass eine generalisierte Inflammationsprophylaxe die AD-Inzidenz signifikant senken
kann (in't Veld, 2000). Neben einem direkten inhibitorischen Einfluss auf die
Neuroinflammation, wird daher vermutet, dass eine Behandlung mit NSARs die Sekretase-
Aktivitat hemmt (Weggen, 2003).

Ein auch an die Entziindungstheorie ankniipfender Mechanismus ist die Vermittlung der
Neuroinflammation durch sogenannte Toll-like-Rezeptoren, die eine wichtige Rolle in der
Funktionsweise der angeborenen Immunitat spielen (Heine, 2003, Walter et al., 2007).
Ebenso konnte bewiesen werden, dass AP das Komplementsystem aktiviert und damit ein
weiteres korpereigenes Abwehrsystem involviert ist (Eikelenboom et Veerhuis, 1996, Rogers
et al., 2002). Eine uberschieBende Immunreaktion zeigt sich auch in der Umgebung der Ap-
Plaques, wo aktivierte Mikrogliazellen aggregieren und beim Versuch die Lésionen zu

phagozytieren benachbarte Neurone zerstoren (Rogers et al., 1996).

Die Assoziation zwischen Lebensalter und der AD lasst vermuten, dass oxidativer Stress ein
Mechanismus fiir die Entstehung der AD sein konnte (Perry et al., 1998). Es konnte gezeigt
werden, dass eine reziproke Beziehung zwischen der Entstehung von AB-Plaques und dem
durch oxidativen Stress verursachten Schaden besteht. Mit der Zunahme der Plaques im
Krankheitsverlauf nimmt der oxidative Schaden kontinuierlich ab (Nunomura, 2001). Dies
deutet auf eine vorwiegend initiale Rolle bei der Entstehung der AD hin. Die Formation von
freien Radikalen kann indirekt auch weitere Mechanismen induzieren, die eine
Zellschadigung zur Folge haben konnen. Darunter fillt unter anderem auch die
Neuroinflammation, welche ihrerseits wiederum zu einer Verstarkung des oxidativen Stresses

fuhrt (Smith et al., 1997).

Verschiedene Amyloid-assoziierte Erkrankungen und damit verbundene Neurodegeneration
werden mit einer fehlerhaften Proteinaggregation in Zusammenhang gebracht (Koo, 1999).
Man stellt sich vor, dass natiirlich vorkommende Proteine akkumulieren und es dabei zu
fehlerhaften Faltungen in deren Struktur kommt. Dadurch werden die Proteine unbrauchbar,
andern ihre Funktion und konnen sogar zytotoxisch wirken (Selkoe, 2003). Ein Beispiel
hierfur 1st Myoglobin, aus dem sich nach Anlagerung von Polypeptidfragmenten
Amyloidfibrillen bilden konnen (Féandrich et al., 2003).
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Dies gilt unter in-vitro-Bedingungen interessanterweise auch fur das Akute-Phase-Protein
Albumin (Taboada et al., 2006). Eine Verbindung zwischen fehlerhafter Proteinfaltung und
Pathologien, die mit einer Neurodegeneration vergesellschaftet sind, gilt als nachgewiesen.
Man vermutet, dass es im Frihstadium der jeweiligen Pathologie zu einer fehlerhaften
Faltung von Proteinen kommt, die darauthin akkumulieren und im weiteren Krankheitsverlauf
zu unloslichen Komplexen aggregieren (Ross et Poirier, 2004). Verschiedene klinische
Studien untersuchen zurzeit den Einfluss von Medikamenten, die eine Proteinaggregation
inhibieren und somit eine Krankheitsprogression aufhalten konnen (Lansbury et Lashuel,
2006).

Albumin und andere Proteine der extrazellularen Matrix wurden als Bestandteile der Plaques
identifiziert. Daher wird sich der nachste Abschnitt konkret mit der extrazellularen Matrix und

thren physikochemischen Eigenschaften befassen.

2.4 Die extrazellulire Matrix

Die EZM stellt die Gesamtheit aller Makromolekile dar, die sich auBlerhalb der
Plasmamembran von Zellen in Geweben und Organen befinden. Abhiangig vom Gewebetyp
konnen sich extrazellulare Matrices weitgehend unterscheiden. Eine extrazellulare Matrix
kommt grundsatzlich in allen vier Grundgewebetypen (Epithel-, Muskel-, Nerven- und Binde-
und Stutzgewebe) vor. Thre Funktionen und Aufgaben sind u.a. Formgebung von Organen,
interzellulare Signaltransduktion, Verankerung und Polaritidtsvorgabe fiir Zellen und

Koordination von Wundheilungsprozessen.

Zentraler Bestandteil der Bindegewebematrix des Gehirns sind Proteoglykane, welche zu 90%
aus Glykosaminoglykanen bestehen. Glykosaminoglykane sind Polymere aus sich
wiederholendem Disaccharid, Einheiten von Glukonsdure und N-
Acetylgalaktosamin/Galaktosamin. Sie determinieren die extrazellulare Matrix und damit die
physikochemischen Eigenschaften und die dreidimensionale Organisation des Hirngewebes.
Sie spielen nicht nur eine entscheidende Rolle bei Zell-Zell-Kontakten, sondern auch bei

Interaktionen zwischen Zellen und Substraten (Dow et Wang, 1998).

Entscheidend fir die Funktion und das Zusammenwirken der einzelnen Komponenten der
EZM sind Rezeptorproteine, insbesondere die Gruppen der Integrine und Dystroglykane. Sie

verbinden die Bestandteile der EZM untereinander und konnen auch auf Signale von auflen
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reagieren. Es konnte nachgewiesen werden, dass Integrine aktive Adhasions-Rezeptoren fiir
Laminine und Fibronektin sind (Milner et al., 1999). Integrine und Dystroglykane spielen
damit eine entscheidende Rolle bei der Organisation und Funktion des zentralen

Nervensystems (del Zoppo et Milner, 2006).

2.4.1 Verinderungen der EZM bei der AD

Es gibt zahlreiche Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Entstehung von
amyloiden Plaques und der zerebralen EZM. So konnte gezeigt werden, dass der APP-
Stoffwechsel in Mikrogliazellen durch Proteine der EZM beeinflusst wird. Grundsatzlich wird
angenommen, dass eine intakte EZM Neurone und Gliazellen vor einer Degeneration schiitzt
(Bonneh-Barkay et Wiley, 2008). So fordert Fibronectin, ein Adhésionsprotein der EZM, die
Sekretion von APP und vermindert damit die intrazellularen APP-Spiegel. Umgekehrt verhalt
es sich mit Laminin und Kollagen, die zu einer intrazellularen Anreicherung von APP
beitragen und dessen Sekretion vermindern (Monning et al., 1995). Zudem befinden sich in
den extrazelluldren AP-Plaques selbst Proteoglykane, welche fibrillares AP binden konnen,
dessen Aggregation fordern und auf diese Weise auch dessen Proteolyse verhindern konnten
(Gupta-Bansal et al., 1995). Eine weitere Interaktion findet zwischen Laminin und AP statt.
Laminin scheint hierbei eine eher protektive Rolle zuzukommen (Chen et al., 2003). Hierbei
verhindert Laminin scheinbar die Neuformation von Fibrillen und begtinstigt dartiber hinaus
sogar die Depolymerisierung von bereits gebildeten Fibrillen (Morgan et Inestrosa, 2001). Ein
weiteres Glykoprotein, das besonderes Augenmerk verdient, ist Reelin. Es dient der
Differenzierung und Migration von Neuronen insbesondere im Hippocampus. Im Vergleich
zwischen AD-Patienten und Gesunden fanden sich im Kortex von Erkrankten um 40%
erhohte  Reelinkonzentrationen (Botella-Lopez et al., 2006). Zudem existiert
interessanterweise eine Interaktion zwischen Reelin und dem bereits beschriebenen ApoE-
Rezeptor.  Hierbei  dient Reelin als  Signalprotein  zur  Inititerung  von

Differenzierungsprozessen im Neokortex und Kleinhirn (Herz et Chen, 2006).

Die EZM besteht aus verschiedenen anderen Proteinen, von denen vier im Folgenden einzeln

besprochen werden.
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2.5  Untersuchte Serumproteine

2.5.1 Albumin

Albumin besteht aus 585 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 66 kDalton. Es
dient der Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks im Blutplasma. Es triagt zur
Pufferkapazitiat des Blutes bei und transportiert wasserunlosliche Substanzen im Blutkreislauf.
Es wird ausschlieBlich in der Leber gebildet. Unter physiologischen Bedingungen verhindert
die Blut-Hirn-Schranke eine Diffusion von Albumin in das Hirngewebe. Man kann Albumin
sowohl im Serum als auch im Liquor bestimmen und daraus einen Quotienten bilden, welcher
als Indikator die Schrankenfunktion reprasentiert. Im hoheren Lebensalter erhoht sich der
Quotient, was jedoch nicht zwingend mit einer klinischen Symptomatik vergesellschaftet sein
muss (Pakulski, 2000). Im Vergleich von hirngesunden alten mit dementen alten Patienten
jedoch zeigt sich sowohl bei der Liquorkonzentration als auch beim Albumin-Quotienten eine
signifikante Erhohung auf Seiten der Erkrankten (Wada, 1998). Es existieren allerdings auch
Studien, in denen eine reziproke Beziehung zwischen Serumalbuminkonzentration und
Lebensalter aufgezeigt werden konnte. Im hoheren Lebensalter kommt es demnach zu einer
signifikanten Erniedrigung des Albuminplasmaspiegels (Maes et al, 1999). Im
Hirnparenchym konnte Albumin post mortem zwar nachgewiesen werden, allerdings zeigten
sich 1m Experiment keine signifikanten Unterschiede zwischen Versuchs- und
Kontrollgruppe. Dies fuhrte zu der Annahme, dass das Protein erst wihrend des
Sterbeprozesses in das Hirngewebe gelangt und somit kein Indikator fiir vorangegangenen
Transport oder intrazerebrale Genese ist (Munoz, Erkinjuntti, Gaytan-Garcia et Hachinski,
1997). In vitro konnte interessanterweise der Nachweis erbracht werden, dass sich aus

humanem Serum-Albumin Amyloid-Fibrillen bilden konnen (Taboada, 2006).
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2.5.2 Fibrinogen

Fibrinogen besteht aus 3 mit Disulfidbriicken untereinander verbundenen Ketten und hat ein
Molekulargewicht von 340 kDalton. Es ist Vorstufe des polymerisierenden Fibrins und Co-
Faktor bei der Plattchenaggregation. Es wird ausschlieBlich in der Leber gebildet. Die
Serumkonzentration beim Gesunden liegt bei 1,5-4 mg/ml und ist unter pathologischen
Bedingungen erhoht (Kamath et al., 2003). Bei Patienten mit hoheren Fibrinogen-
Plasmaspiegeln wurde ein erhohtes Risiko an AD zu erkranken, festgestellt (O1jen van, 2005).
Allerdings liegen nach derzeitiger Studienlage nicht nur Fibrinogen, sondern auch andere
Gerinnungsfaktoren vermehrt bei AD-Patienten vor (Gupta et al., 2004). Es konnte gezeigt
werden, dass Fibrinogen mit diversen Rezeptoren und Proteinen interagiert, darunter
Fibronektin, das auch in der zerebralen EZM vorkommt. Die Interaktion zwischen
Fibronektin und Fibrinogen reguliert die Adhédsion und Migration von Fibroblasten wéihrend
der physiologischen Wundheilung (Engvall et al., 1978). Gelangt Fibrinogen jedoch aufgrund
einer Blut-Hirn-Schrankenstorung in das Hirnparenchym interagiert es ebenfalls mit
verschiedenen Integrin-Rezeptoren. Diese losen darauthin eine tber Mikrogliazellen
vermittelte inflammatorische Reaktion aus (Ryu and McLarnon, 2008) und kénnen damit die

Funktion der EZM entscheidend storen (Adams et al., 2004).

2.5.3 ol-saures Glykoprotein

ol-saures Glykoprotein gehort zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine, hat ein
Molekulargewicht von 41-43 kDalton und besteht aus 183 Aminoséuren. Es wird
ausschlieBlich in der Leber und von einigen Tumoren gebildet. Es findet sich eine Erhohung
im Serum, wenn im Korper eine Entziindungsreaktion stattfindet. Seine eigentliche
biologische Funktion konnte bisher nicht geklart werden. Es wurden jedoch verschiedene
Bindungsstellen identifiziert, darunter auch Rezeptoren fir Steroide und Phenobarbital
(Fournier et al., 2000). Interessanterweise bindet ctl1-saures Glykoprotein auch an von nicht-
hepatischen Tumorzellen gebildetes Laminin. Es scheint so Tumorproliferation und
Metastasierung zu hemmen (Lee et al., 2001). Eine Erhohung der Konzentration von ol-
saurem Glykoprotein im Serum konnte bei einer Vielzahl von meist mit einer Inflammation
einhergehenden Erkrankungen nachgewiesen werden. Hierzu gehoren vor allem chronisch-
entziindliche Prozesse wie Morbus Crohn, Atherosklerose und Erkrankungen des

rheumatischen Formenkreises (Schultz et Arnold, 1990).
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2.5.4 ol-anti-Chymotrypsin

ol-anti-Chymotrypsin st ein Serin-Protease-Inhibitor und gehort zu den Akute-Phase-
Proteinen. Es ist eines der bisher im Bezug auf die AD am intensivsten beforschten
Serumproteine. Es ist integraler Bestandteil der AB-Plaques (Abraham, Selkoe et Potter,
1988) und wurde vermehrt in deren Umgebung vorgefunden (Pasternack, 1989). Das im
humanen Hippocampus registrierte aaC ist jedoch nur zu 90% identisch mit dem in der Leber
gebildeten aaC (Hwang, Steineckert, Kohn et al., 1999). Es wird diskutiert, ob es sich beim
mit AD assoziierten aaC um ein auch physiologisch vorkommendes Protein oder um eine
mutierte Variante handelt (Wang, 2002). In vitro und im Mausmodell katalysiert aaC die
Polymerisation von B-Amyloid-Peptiden (Nilsson et al, 2001) und hat die Fahigkeit diese zu
binden (Wang et al., 2002). Ein weiterer Mechanismus ist die Fahigkeit von aaC die
Phosphorylierung des tau-Proteins in Neuronen zu induzieren (Padmanabhan, 2006) und
damit indirekt die Entstehung von AB-Plaques zu begiinstigen. Sowohl im Liquor (Harigaya,
1995) als auch im Plasma (Dik et al., 2005) von AD-Patienten wurden erhohte aaC-Spiegel
nachgewiesen. In einer weiteren prospektiven Studie konnte sogar belegt werden, dass bei
klinisch gesunden Probanden das Demenzrisiko mit dem aaC-Plasmaspiegel korreliert
(Engelhart et al., 2004).

Der Zusammenhang zwischen ol-anti-Chymotrypsin und der AD bietet einen grofen

Spielraum fiir mogliche Interaktionsmechanismen.

2.6  Fragestellung

Viele der diskutierten Mechanismen konnen alleine nicht erklaren, wie es zu der dramatischen
neuronalen Degeneration bei der AD im menschlichen Gehirn kommt. Einzig die
Plaqueablagerung, die auch beim alternden Menschen stattfindet, steht seit Erstbeschreibung
der Krankheit im Mittelpunkt der Diskussion. Nach wie vor konnte jedoch nicht befriedigend
geklart werden, ob und wie sich Neurone und deren Umgebung im Verlauf der Erkrankung
verandern. So ist es moglich, dass Alterungsprozesse im Gehirn, z.B. durch Veranderung der
Proteinzusammensetzung in der Gewebematrix deren physikochemische Eigenschaften
beeinflussen. So konnte eine gestorte Matrix die Neigung des bereits auf physiologische
Weise synthetisierten Amyloidpeptids zur Aggregation fordern und somit zur Alzheimer

Pathologie fiihren.
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Es gibt Hinweise dafiir, dass Glukosaminoglykane in der Pathophysiologie der AD eine
pradisponierende Rolle spielen. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene Akute-Phase-
Proteine an den Plaques vorkommen und in vitro zur Aggregation und Plaquebildung
beitragen. Ob Akute-Phase-Proteine, die sich unspezifisch aus der Blutbahn in der
Hirngewebematrix, Neuronen und Gliazellen ansammeln, hierbei eine Rolle spielen, ist noch
nie untersucht worden. In dieser Arbeit sollen folgende Fragestellungen experimentell

bearbeitet werden:

1. Lassen sich Serumproteine (die nach heutigem Kenntnisstand ausschlieBlich peripher
synthetisiert werden) in unterschiedlicher Starke im Hirngewebe des alternden

Menschen sowie beim Patienten mit Alzheimer Krankheit nachweisen?

2. Gibt es Unterschiede in der Verteilung der Serumproteine in Bezug auf deren
Vorkommen, Anzahl und Lokalisation in kortikalem und hippocampalen

Hirngewebeschnitten?
3. Sind Akute-Phase-Proteine zerebralen Ursprungs im Hirngewebe von gesunden

Patienten der Altersgruppe < 65 Jahre im Vergleich zu alteren Individuen in

unterschiedlicher Stirke vorhanden?

25



3 Material und Methoden

3 Material & Methoden

3.1 Gewebe

In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche humane  Hirngewebe
immunhistochemisch untersucht. Es wurden von jedem Patienten jeweils Schnitte durch den
Hippocampus und durch die occipitale Kortexregion angefertigt. Dabei konnten die Patienten
in dret Gruppen unterteilt werden. Die erste Gruppe (n=10) bilden post mortem entnommene
Hirngewebe von an einer Alzheimer-Demenz erkrankten Patienten (Alter: 60-86 Jahre,
Altersdurchschnitt: 76,1 Jahre). Die zweite Gruppe (n=10) besteht aus Gewebe von Patienten,
die im hoheren Lebensalter verstorben sind, aber nicht unter einer AD litten (Alter: 72-93
Jahre, Altersdurchschnitt: 829 Jahre). Die Gewebeproben stammen aus dem
Neuropathologischen Institut der Universitatsklinik Homburg unter Leitung von Prof. Dr.
Wolfgang Feiden. Die dritte Gruppe (n=9) wurde post mortem jungen Patienten entnommen,
die ebenfalls nicht an einer AD erkrankt waren (Alter: 35-65 Jahre, Altersdurchschnitt: 51,2
Jahre). Diese Proben wurden vom Institut fir Neuropathologie des Universitédtsklinikums

Hamburg-Eppendorf unter Leitung von Prof. Dr. Markus Glatzel zur Verfuigung gestellt.

3.2  Geriite

Brutschrank Heraeus, kelvitron t, Hanau
Eppendorf Varipette Eppendorf, Hamburg
Eppendorf Zentrifuge Eppendorf, Hamburg
Feinwaage ALS 120 Kern, Balingen

Heizblock OTS 40 Mediton

Kamera DXM 1200 Nikon, Dusseldorf

Kuhlplatte B 3120060 Cold Plate Thermo Electron Corporation, Waltham, USA
Magnetrihrer MR 2000 Heidolph, Kelheim
Mikroskop Eclipse E 600 Nikon, Dusseldorf
Mikrotom SM 2000 R Leica, Solms

Mikrowelle R-204 Sharp, Hamburg
Multipipette Eppendorf, Hamburg
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pH-MeBgerat Inolab pH Level 1 WTW, Weilheim
Vortex Vortexgenie 2 Scientific Industries, New York, USA
Wasserbad WB 24 Medax, Nagel, Kiel

3.3  Antikorper

Es wurden kommerziell erworbene Antikorper verwendet (Tab. 1).

Antikorper Antigen Isotyp | Quelle
Rabbit-anti-human | Albumin IgG |DAKO
Rabbit-anti-human | Fibrinogen IgG |DAKO

Rabbit-anti-human | o1-anti-Chymotrypsin IgG [DAKO

Goat-anti-human | a1-saures Glykoprotein IgG [AGP

Mouse-anti-human | A IgG |DAKO
Goat-anti-mouse | Zweitantikdrper IgG |DAKO
Goat-anti-rabbit | Zweitantikorper IgG | Vector
Rabbit-anti-goat | Zweitantikorper IgG | Vector
Goat-anti-rabbit | Zweitantikorper IgG [ Vector

Tab. 1: Aufstellung der eingesetzten Antikorper: Antigene, Isotypen, sowie Bezugsquellen
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3.4  Priparation des Gewebes

Die verwendeten humanen Gewebe wurden post mortem aus Hippocampus und occipitalem
Kortex entnommen und in Paraffinblocke eingebettet. Die entstandenen Blocke wurden auf
einer Kuhlplatte auf —11 Grad Celsius herunter gekthlt. Darauthin wurden per Mikrotom 2
wm dicke Schnitte des Gewebes angefertigt und auf zuvor silanisierten Objekttragern fixiert.
Jeder Objekttrager wurde nach einem festen Schema silanisiert. Hierzu wurde Aceton mit
2%igem Silan (Fluka) versetzt und die Objekttrager fir 5 Minuten in der Losung belassen.
Danach wurden sie dreimal 5 Minuten lang in reinem Aceton gewaschen, beschriftet und

anschlieBend getrocknet.

3.5 Immunbhistologische Analysen

3.51 DAB

25 mg DAB-Pulver (Sigma) wurden in 50 ml PBS gelost. Nach Zugabe von 20 ul H,O,
(Eigenproduktion) wurden die Objekttrager unter Mikroskopkontrolle fir ca. 90 Sekunden
gefarbt.

3.5.2 Neufuchsin

Zuerst wurden drei verschiedene Losungen hergestellt. Die erste Losung bestand aus 10 mg
Natriumnitrit (Merck), 250 pl H,O, und 100 pl 5%iger Neufuchsinlosung (Sigma). Die zweite
Losung beinhaltete 14 mg As-Bi-phosphat (Sigma) gelost in 300 pl N-N-Dimethylformamid.
Die dritte Losung bestand aus 25 mg Levamisol (MP), das in 50 ml TBS aufgelost wurde. Die
zweite und die erste Losung wurden nacheinander in die dritte Losung gegeben und mit dieser
vermischt. Danach wird der pH-Wert mit Hilfe eines pH-Meters durch Zugabe von NaOH 1N
(Roth) auf 8.8 eingestellt und die Losung filtriert.
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3.6 Féirbung mit Albumin, Fibrinogen, al-anti-Chymotrypsin und al-saures-

Glykoprotein

Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur (RT) in absteigender Alkoholreihe deparaffiniert
und danach kurz in destilliertem Wasser gewaschen. Im zweiten Schritt folgte eine
Vorbehandlung mit Citratpuffer. Dabei wurden die Schnitte Smal fiir 3 Minuten bei 560 Watt
in der Mikrowelle gekocht und danach in entmineralisiertem Wasser abgekuhlt. Die Schnitte
wurden nun fiir eine Minute in 100%i1ge Ameisensdure (Merck) gegeben und danach 3mal
kurz in TBS gewaschen. Im folgenden Schritt wurden die Schnitte in eine feuchte Kammer
(Eigenbau) uberfuhrt und fiir 20 Minuten zur Freilegung der Antikorperbindungsstellen mit
3%igem H,O, in PBS inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt in TBS blockierte man die
Schnitte, auf denen Fibrinogen, al-saure-Glykoprotein und ol-anti-Chymotrypsin geféarbt
werden sollten fur 30 Minuten mit Casein 0,2%. Bei der Anfarbung von Albumin wurde mit
5%igem Ziegenserum (Sigma) in PBS eine Stunde lang blockiert. AnschlieBend wurde nicht
gewaschen, sondern das tberschussige Casein bzw. Ziegenserum auf Zellstoff abgekippt. Nun
folgte die 90-minttige Inkubation mit dem Erstantikorper. Fur die Farbung von Fibrinogen,
al-saures-Glykoprotein und a1-anti-Chymotrypsin wurde der Priméarantikorper in 0,02%igen
Casein in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration von 1:200 gelost. Die Inkubation
mit dem Erstantikorper gegen Albumin erfolgte in 1%igen Ziegenserum in PBS in einer
Konzentration von 1:200. Nachfolgend wurden die Objekttrager zur Entfernung unspezifisch
gebundener Antikorper 3mal in TBS und einmal in TBS-T gewaschen. Der Zweitantikorper,
ein biotinylierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (Vector) wurde ebenfalls in 0,02%igem
Casein bzw. im Falle des Albumins PBS in einem Mischungsverhaltnis von 1 zu 200 gelost
und die Schnitte damit eine Stunde lang inkubiert. Fiir das al-saure-Glykoprotein wurde als
Sekundéarantikorper ein biotinylierter Kaninchen-anti-Ziege-Antikorper (Vector) verwendet.
Daraufhin wurden alle Objekttrager erneut dreimalig kurz in TBS gewaschen. Im Anschluss
wurde Streptavidin-Peroxidase (Vectastain ABC Kit, DAKO) fur 30 Minuten bei RT
zugegeben, worauthin wieder ein Waschschritt folgte. Entwickelt wurde mit DAB (Sigma),
wobei der Entwicklungsstand mikroskopisch tberpriift wurde. Im letzten Schritt wurde dann
mit Hematoxylin (Merck) fur 20 Sekunden gegengefirbt, die Farbe mit Leitungswasser

entwickelt und die Praparate mit Aquatex (Merck) wéssrig eingedeckelt.
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3.7  Co-Firbung mit AP

Zur Darstellung der Amyloid-Plaques wurde im ersten Inkubationschritt gemeinsam mit dem
Priméarantikorper ein Antikorper gegen AP im Verhaltnis 1 zu 100 beigefiigt. In der Co-
Farbung aller vier Proteine wurde ein Maus-anti-Mensch-Antikorper (DAKO) verwendet. Fir
Albumin, Fibrinogen und al-anti-Chymotrypsin wurde im zweiten Inkubationsschritt ein AP-
gelabelter Ziege-anti-Maus-Antikorper in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration von
1 zu 200 verwendet. Fiur das a1-saure-Glykoprotein wurde bei der zweiten Inkubation ein AP-
gelabelter Kaninchen-anti-Maus-Antikorper (DAKO) in der vom Hersteller empfohlenen
Konzentration von 1 zu 200 verwendet. Danach wurde mit Neufuchsin entwickelt, wobei der

Entwicklungsstand mikroskopisch tberpriift wurde.

3.8  Mikroskopische Auswertung

Unter dem Mikroskop wurden die immunohistochemisch gefarbten Hirnschnitte hinsichtlich
des Vorliegens von positiv markierten Zellen, extrazellularen Infiltraten und GefaBinhalten
untersucht. Hierbei wurde Vorliegen, Anzahl und Verteilung deskriptiv analysiert. Die Anzahl
der positiv angefarbten Zellen wurde semiquantitativ bestimmt. Die Gewebeschnitte wurden
hierzu an verschiedenen Lokalisationen unter dem Mikroskop bei 10facher Vergroferung

nach einem festgelegten Schema (Tab. 2) beurteilt. Dabei wurde folgende Einteilung

verwendet:
Ergebnis Beschreibung Positive Zellen pro Gesichtsfeld
0 Keine bis sehr wenige positive Zellen | 0-1/Gesichtsfeld
1 Wenige positive Zellen 1-2/Gesichtsfeld
2 Einige positive Zellen 2-3/Gesichtsfeld
3 Viele positive Zellen 3-4/Gesichtsfeld
4 Sehr viele positive Zellen >4/Gesichtsfeld

Tab. 2: schematische Einteilung der Anzahl positiver Zellen pro Gesichtsfeld

Fur alle vier untersuchten Proteine wurden die Gewebeschnitte auf Auffalligkeiten bei der
Verteilung mikroskopisch untersucht. Als Kriterien wurden perivaskuliare Lokalisation,

eventuelle Plaqueassoziation und Anzahl vorhandener Plaques gewahlt.
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3.9  Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Statistik-Programm SPSS durchgefiihrt. Die
Signifikanz wurde mit dem Mann-Whitney-Test fir nicht-parametrische Stichproben
errechnet. Hierbei gingen die absoluten Einzelwerte jedes Experimentes in die Berechnung

ein.
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4  Ergebnisse

4.1 Semiquantitative Analyse der Expression von Plasmaproteinen bei AD-Patienten

im Vergleich zum >65-jiihrigen und <65-jihrigen hirngesunden Menschen

4.1.1 Immunhistochemische Analyse von al-anti-Chymotrypsin

ol-anti-Chymotrypsin ist ein Serin-Protease-Inhibitor, zu dem es Hinweise auf eine
Mitbeteiligung bei der Formation von AB-Plaques gibt.

Aufgrunddessen sollte untersucht werden, ob es Unterschiede in der Verteilung ol-anti-
Chymotrypsin-positiver Zellen im Hirn von AD-Patienten (AD) versus hirngesunden
gleichaltrigen Kontrollen (> 65) und von alten Kontrollen vs jungen Kontrollen (< 65) gibt.
Es wurden immunhistochemische Analysen durchgefithrt, die semiquantitativ analysiert
wurden. Im Ergebnis zeigte sich, dass ol-anti-Chymotrypsin in Neuronen und Gliazellen
identifiziert werden konnte. Es ergab sich eine signifikant starkere Anfarbung im Gehirn von
AD-Patienten im Vergleich zu gleichaltrigen hirngesunden Menschen oder im Vergleich zu
hirngesunden jungen Menschen.

Hierbei konnten im Hippocampus (Abb. 6 und 8) auf Seiten der AD-Patienten (Abb. 12 a und
b) im Mittel 3,5 + 0,53 gegentber 2,8 = 0,42 positive Gliazellen identifiziert werden
(p=0,007). Kortikal (Abb. 5 und 7) wurden bei AD-Patienten (Abb. 9 a und b) im Mittel 3,7 £
0,48 Gliazellen mit positivem ol-anti-Chymotrypsin nachgewiesen. Im Vergleich hierzu
ergab sich im Kortex fiir die Altersgruppe > 65 Jahre (Abb. 10 a und b) ein Mittelwert von 3,2
+ 0,42 positiven Gliazellen (p=0,028). Ein signifikanter Unterschied in der Verteilung von
ol-anti-Chymotrypsin-positiven Neuronen ergab sich auch im Kortex. Auf der verwendeten
Skala lagen positive Neurone von an Alzheimer leidenden Patienten bei einem Wert von 3,2 +
0,42, wahrend Neurone von gesunden Individuen der Altersgruppe > 65 Jahre einen Wert von
2,6 + 0,52 erreichten (p=0,015). Die Gruppe der hirngesunden > 65-jdhrigen Menschen (Abb.
13 a und b) zeigte im Vergleich zur Gruppe der an AD leidenden Patienten in hippocampalen
Neuronen (AD:3,7 £ 0,48 Vs. > 65:3,3 + 0,82, p=0,259) keinen signifikanten Unterschied fur
ol-anti-Chymotrypsin.
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Die Auswertung fur hirngesunde Patienten < 65 Jahre im Vergleich zu AD-Patienten ergab
ebenfalls signifikante Unterschiede. So lag die Anzahl von al-anti-Chymotrypsin-positiven
Neuronen im Kortex (Abb. 11 a und b) auf der verwendeten Skala bei erkrankten Individuen
bei 3,2 + 0,42 im Vergleich zu 2,2 + 0,53 beim jungen gesunden Patienten (p=0,019). Fur
kortikale Gliazellen (AD:3,7 + 0,48 Vs. <65:3,22 + 0,83, p=0,18) und hippocampale Neurone
(AD:3,7 £ 0,48 Vs. <65:3.44 + 0,73, p=0,44) bzw. Gliazellen (AD:3,5 £ 0,53 Vs. <65:3.1 £
0,93, p=0,37) fanden sich keinerlei signifikanten Verteilungsunterschiede fur ol-anti-
Chymotrypsin zwischen < 65-jahrigen Menschen (Abb. 14 und b) und an AD erkrankten

Individuen.

Beim Vergleich der beiden hirngesunden Patientengruppen (Tab. 3) ergaben sich weder im
Kortex noch im Hippocampus Unterschiede in der Verteilung ol-anti-Chymotrypsin-

positiver Neurone oder Gliazellen.

Glia kortikal | Glia hippocampal |Neurone kortikal | Neurone hippocampal
>65(32+042 2.8+0.42 2,6+0.,52 33£0,82
<65]322+0,83 [3,11+£0,93 266+ 1 3,44+£0,73
P 0,58 0,362 0,86 0,72

Tab.3, all-anti-Chymotrypsin: Im Vergleich zwischen hirngesunden >65-jahrigen und <65-
Jéhrigen zeigten sich keine signifikanten Verteilungsunterschiede.
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Abb. 5, Kortex: Verteilung alpha-1-Chymotrypsin-positiver Gliazellen von AD-Patienten, gesunden
>65-jahrigen und <65-jahrigen Individuen mit signifikantem Verteilungsunterschied zwischen AD-
Patienten und >65-jahrigen Individuen zugunsten der Erkrankten.

3,5 4

25 4

1,5 -

Zellen/Gesichtsfeld

0,5 +

AD >65 <65

Abb. 6, Hippocampus: Verteilung alpha-1-Chymotrypsin-positiver Gliazellen von AD-Patienten,
gesunden >65-jdhrigen und <65-jahrigen Individuen mit signifikantem Verteilungsunterschied
zwischen AD-Patienten und >65-jahrigen Individuen zugunsten der Erkrankten.
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Abb. 7, Kortex: Verteilung alpha-1-Chymotrypsin-positiver Neurone von AD-Patienten, gesunden
>65-jdhrigen und <65-jahrigen Individuen mit signifikantem Verteilungsunterschied zwischen AD-
Patienten und >65-jahrigen und <65-jahrigen Individuen zugunsten der Erkrankten.

4,5 +

3,5

2.5 4

1,5

Zellen/Gesichtsfeld

0.5+

Abb. 8, Hippocampus: Verteilung alpha-1-Chymotrypsin-positiver Neurone von AD-Patienten,
gesunden >65-jdhrigen und <65-jahrigen Individuen ohne signifikante Verteilungsunterschiede.
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Abb. 9 a) und b): Kortex eines an AD-erkrankten Patienten mit alpha-1-Chymotrypsin-positiven Neuronen ,
Gliazellen und Abeta-Plaques in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. alpha-1-Chymotrypsin wurde
mit AEC (braunrot) und Abeta (rosa) mit Neufuchsin geférbt. In der semiquantitativen Analyse zeigte sich ein
signifikanter Verteilungsunterschied zugunsten der an AD erkrankten Patientengruppe.

Abb. 10 a) und b): Kortex eines hirngesunden >65-jahrigen Patienten mit alpha-1-Chymotrypsin-positiven
Neuronen und Gliazellen in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. alpha-1-Chymotrypsin wurde mit
AEC (braunrot) und Abeta (rosa) mit Neufuchsin gefirbt.

Abb. 11 a) und b): Kortex eines hirngesunden <65-jahrigen Patienten mit alpha-1-Chymotrypsin-positiven
Neuronen und Gliazellen in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. alpha-1-Chymotrypsin wurde mit
AEC (braunrot) und Abeta (rosa) mit Neufuchsin gefarbt.
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Abb. 12 a) und b): Hippocampus eines an AD-erkrankten Patienten mit alpha-1-Chymotrypsin-positiven
Neuronen , Gliazellen und Abeta-Plaques in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. alpha-1-
Chymotrypsin wurde mit AEC (braunrot) und Abeta (rosa) mit Neufuchsin gefirbt. In der semiquantitativen
Analyse zeigte sich ein signifikanter Verteilungsunterschied zugunsten der an AD erkrankten Patientengruppe.

Abb. 13 a) und b): Hippocampus eines hirngesunden >65-jahrigen Patienten mit alpha-1-Chymotrypsin-
positiven Neuronen und Gliazellen in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. alpha-1-Chymotrypsin
wurde mit AEC (braunrot) und Abeta (rosa) mit Neufuchsin geférbt.

Abb. 14 a) und b): Hippocampus eines hirngesunden <65-jdhrigen Patienten mit alpha-1-Chymotrypsin-
positiven Neuronen und Gliazellen in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. alpha-1-Chymotrypsin
wurde mit AEC (braunrot) und Abeta (rosa) mit Neufuchsin geférbt.
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4.1.2 Immunhistochemische Analyse von Albumin

Albumin ist ein Plasmaprotein, dessen Fahigkeit zur Ausbildung von Amyloid-Fibrillen in
vitro nachgewiesen werden konnte. Auflerdem dient Albumin als Marker zur Bestimmung der
Integritat der Blut-Hirn-Schranke.

In dieser Arbeit sollte eine mogliche Korrelation zwischen Albumin und der
Alzheimerpathologie bzw. physiologischen Altersvorgangen herausgearbeitet werden. Es
wurden 1mmunhistochemische Analysen durchgefiithrt, die semiquantitativ ausgewertet
wurden. Im Ergebnis zeigte sich, dass Albumin in Neuronen und Gliazellen identifiziert
werden konnte. Der Vergleich zwischen Hirngewebe von AD-Patienten und hirngesunden >
65-jahrigen Individuen (Abb. 20 und 23 a und b) =zeigte einen signifikanten
Verteilungsunterschied. Auf der verwendeten Skala lag der Wert fir Albumin-positive
Neurone im Kortex (Abb. 17) im Mittel bei 2,3 + 0,48 pro AD-Patient gegeniiber 1,4 + 0,52
pro hirngesunde altersentsprechende Kontrolle (p=0,002). Fur hippocampale Neurone
(AD:3,3 £ 0,67 Vs. > 65: 3,3 £ 0,82, p=0,90) und Gliazellen (AD:2,6 £ 0,52 Vs. > 6522 £
0,63, p=0,15) sowie fiir kortikale Gliazellen (AD:2,6 £ 0,52 Vs. 2,1 £ 0,99, p=0,15) ergaben
sich beim Vergleich von Alzheimer-Patienten und normal gealterten Individuen beziiglich der

Anzahl Albumin-positiver Zellen keine signifikanten Unterschiede (Abb. 18).

Im Vergleich der Alzheimer Gehirne mit hirngesunden Kontrollen < 65 Jahre (Abb. 21 a und
b) zeigten sich sowohl fiir hippocampale als auch fir kortikale Gliazellen signifikante
Unterschiede in der Albuminverteilung (Abb. 15 und 16). Im Hippocampus (Abb. 22 a und b)
lag die Anzahl Albumin-positiver Gliazellen im Gewebe von AD-Patienten bei 2,6 £ 0,52
wihrend sich fiir die jungen Patienten (Abb. 24 a und b) ein Mittelwert von 1,89 £ 0,33 ergab
(p=0,012). Fur kortikale Gliazellen von AD-Patienten (Abb. 19 a und b) lag die Anzahl
positiver Zellen bei an AD erkrankten Patienten ber 2,6 £ 0,52 im Vergleich zu 1,89 £ 0,33
bei Individuen aus der Altersgruppe < 65 Jahre (p=0,005). Weder fiir hippocampale (AD:3.3
+ 0,67 Vs. < 65:3,11 £ 0,60, p=0,52) noch fiir kortikale Neurone (AD:2,3 + 0,48 Vs. < 65:
1,77 £ 0,83, p=0,35) ergaben sich signifikante Unterschiede in der Verteilung von Zellen mit

nachgewiesener Albumin-Positivitit.
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Beim Vergleich der beiden hirngesunden Patientengruppen (Tab. 4) ergaben sich weder im
Kortex noch im Hippocampus Unterschiede in der Verteilung Albumin-positiver Neurone

oder Gliazellen.

Glia kortikal | Glia hippocampal |Neurone kortikal | Neurone hippocampal
>65(2,1+099 224063 1,4+0,52 33+£0,82
<65]1,88+0,33 [1,88+0,33 1,77+ 0,83 3,11£0,60
P 0,43 0,051 0,15 0,21

Tab.4, Albumin: Im Vergleich zwischen hirngesunden >65-jahrigen und <65-jahrigen zeigten
sich keine signifikanten Verteilungsunterschiede.
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3,5 - *

Zellen/Gesichtsfeld

0,5 ~

Abb. 15, Kortex: Verteilung Albumin-positiver Gliazellen von AD-Patienten, gesunden >65-jahrigen
und <65-jdhrigen Individuen mit signifikantem Verteilungsunterschied zwischen AD-Patienten und
<65-jdhrigen Individuen zugunsten der Erkrankten.

Zellen/Gesichtsfeld

AD >65 <65

Abb. 16, Hippocampus: Verteilung Albumin-positiver Gliazellen von AD-Patienten, gesunden >65-
jéhrigen und <65-jdhrigen Individuen mit signifikantem Verteilungsunterschied zwischen AD-
Patienten und <65-jahrigen Individuen zugunsten der Erkrankten.
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25 4

Zellen/Gesichtsfeld

AD

Abb. 17, Kortex: Verteilung Albumin-positiver Neurone von AD-Patienten, gesunden >65-jéhrigen
und <65-jdhrigen Individuen mit signifikantem Verteilungsunterschied zwischen AD-Patienten und
>65-jahrigen Individuen zugunsten der Erkrankten.
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254
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0,5 +

Abb. 18, Hippocampus: Verteilung Albumin-positiver Neurone von AD-Patienten, gesunden >65-
jahrigen und <65-jahrigen Individuen ohne signifikante Verteilungsunterschiede.
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Abb. 19 a) und b): Kortex eines an AD-erkrankten Patienten mit Albumin-positiven Neuronen, Gliazellen und
Abeta-Plaques in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. Albumin wurde mit AEC (braunrot) und Abeta
(rosa) mit Neufuchsin gefirbt. In der semiquantitativen Analyse zeigte sich ein signifikanter
Verteilungsunterschied zugunsten der an AD erkrankten Patientengruppe.

Abb. 20 a) und b): Kortex eines hirngesunden >65-jahrigen Patienten mit Albumin-positiven Neuronen und
Gliazellen in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. Albumin wurde mit AEC (braunrot) und Abeta
(rosa) mit Neufuchsin gefarbt.

Abb. 21 a) und b): Kortex eines hirngesunden <65-jahrigen Patienten mit Albumin-positiven Neuronen und
Gliazellen in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. Albumin wurde mit AEC (braunrot) und Abeta
(rosa) mit Neufuchsin geférbt.
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Abb. 22 a) und b): Hippocampus eines an AD-erkrankten Patienten mit Albumin-positiven Neuronen ,
Gliazellen und Abeta-Plaques in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. Albumin wurde mit AEC
(braunrot) und Abeta (rosa) mit Neufuchsin geférbt. In der semiquantitativen Analyse zeigte sich ein
signifikanter Verteilungsunterschied zugunsten der an AD erkrankten Patientengruppe.

Abb. 23 a) und b): Hippocampus eines hirngesunden >65-jahrigen Patienten mit Albumin-positiven Neuronen
und Gliazellen in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. Albumin wurde mit AEC (braunrot) und Abeta
(rosa) mit Neufuchsin gefarbt.

Abb. 24 a) und b): Hippocampus eines hirngesunden <65-jdhrigen Patienten mit Albumin-positiven Neuronen
und Gliazellen in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. Albumin wurde mit AEC (braunrot) und Abeta
(rosa) mit Neufuchsin gefarbt.
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4.1.3 Immunbhistochemische Analyse von Fibrinogen

Fibrinogen ist ein Protein, das bei der Blutgerinnung mit Hilfe von Thrombin in seine aktive
Form Fibrin umgewandelt wird. Ein erhohter Fibrinogenwert im Plasma findet sich bei
verschiedenen pathologischen Zustinden. Wie Albumin werden Fibrinogenspiegel als
Referenzwert fiir die Funktion der Blut-Hirn-Schranke genutzt.

Aufgrunddessen sollte untersucht werden, ob es Unterschiede in der Verteilung Fibrinogen-
positiver Zellen im Gehirn von AD-Patienten versus hirngesunden gleichaltrigen Kontrollen
und von alten Kontrollen vs. jungen Kontrollen gibt. Es wurden immunhistochemische
Analysen durchgefiihrt, die semiquantitativ analysiert wurden. Im Ergebnis zeigte sich, dass
Fibrinogen in Neuronen und Gliazellen identifiziert werden konnte. In der Analyse zeigten
sich innerhalb der drei Vergleichsgruppen (AD-Patienten, Individuen > 65 Jahre und < 65
Jahre) auf der verwendeten Skala keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung

Fibrinogen-positiver Neurone und Gliazellen (Tab. 5, 6 und 7, Abb. 25, 26, 27 und 28).

Glia kortikal | Glia hippocampal |Neurone kortikal | Neurone hippocampal
AD 224103 2,3£0,67 124042 1,7+ 1,16
>65(19+0.,57 23+ 1,16 1.3£0,67 24+1,17
p 0,66 0,87 0,59 0,20

Tab.5, Fibrinogen: Im Vergleich zwischen AD-Patienten und hirngesunden >65-jahrigen

zeigten sich keine signifikanten Verteilungsunterschiede.

Glia kortikal | Glia hippocampal |Neurone kortikal [ Neurone hippocampal
AD (224103 23+£0,67 1,2+£0,42 1,7£1,16
<65]244+£101 |244£101 1,77+ 0,97 2,44+ 0,88
p 0,52 0,66 0,16 0,11

Tab.6, Fibrinogen: Im Vergleich zwischen AD-Patienten und hirngesunden <65-jahrigen

zeigten sich keine signifikanten Verteilungsunterschiede.
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Glia kortikal | Glia hippocampal |Neurone kortikal | Neurone hippocampal
>65(19+0,57 23+ 1,16 1.3£0,67 24+1,17
<65(244+£1,01 [244£1,01 1,77 £ 0,97 244 +£0,88
p 0,22 0,97 0,35 0,93

Tab.7, Fibrinogen: Im Vergleich zwischen hirngesunden >65-jahrigen und <65-jéhrigen
zeigten sich keine signifikanten Verteilungsunterschiede.
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Abb. 25, Kortex: Verteilung Fibrinogen-positiver Gliazellen von AD-Patienten, gesunden >65-
jéhrigen und <65-jéhrigen Individuen ohne signifikante Verteilungsunterschiede.
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Abb. 26, Hippocampus: Verteilung Fibrinogen-positiver Gliazellen von AD-Patienten, gesunden
>65-jdhrigen und <65-jahrigen Individuen ohne signifikante Verteilungsunterschiede.
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Abb. 27, Kortex: Verteilung Fibrinogen-positiver Neurone von AD-Patienten, gesunden >65-jdhrigen
und <65-jdhrigen Individuen ohne signifikante Verteilungsunterschiede.
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Abb. 28, Hippocampus: Verteilung Fibrinogen-positiver Neurone von AD-Patienten, gesunden >65-
jahrigen und <65-jahrigen Individuen ohne signifikante Verteilungsunterschiede.
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4.1.4 Immunhistochemische Analyse von ol-saurem-Glykoprotein

ol-saures-Glykoprotein ist ein Plasmaprotein, das eine bisher kaum erforschte Rolle bei der
korpereigenen Entziindungsreaktion spielt. Es existieren bisher keine Daten ber
Vorkommen und Funktion dieses Proteins im Hirngewebe.

In dieser Arbeit sollte nicht nur das Vorkommen, sondern auch eine mogliche Korrelation
zwischen ol-saurem-Glykoprotein und der Alzheimerpathologie bzw. physiologischen
Altersvorgingen herausgearbeitet werden. Es wurden immunhistochemische Analysen
durchgefiihrt, die semiquantitativ analysiert wurden. Im Ergebnis zeigte sich, dass das ol-
saure-Glykoprotein in Neuronen und Gliazellen identifiziert werden konnte.

Der Vergleich zwischen kortikalem und hippocampalen Hirngewebe von AD-Patienten und
>65-jahrigen Individuen (Tab. 8) zeigte keine signifikanten Verteilungsunterschiede fiir oul-

saure-Glykoprotein-positive Neurone und Gliazellen (Abb. 30, 31 und 32).

Glia kortikal | Glia hippocampal | Neurone kortikal | Neurone hippocampal
AD [2.8+0.63 2,6 0,52 22+£0,79 32+£0,63
>65(29+0,74 2,.8+0,42 24%0,52 3,4+£0,70
p 0,77 0,34 0,32 0,45

Tab.8, al-saures Glykoprotein: Im Vergleich zwischen AD-Patienten und hirngesunden
>65-jahrigen zeigten sich keine signifikanten Verteilungsunterschiede.

Ebenso wurden Gewebe von AD-Patienten mit Geweben von Patienten < 65 Jahre verglichen.
Bei der Auswertung ergab sich ein signifikanter Unterschied in der Verteilung von oul-saures-
Glykoprotein-positiven Gliazellen (Abb. 29). Kortikal lag die Anzahl der positiven Gliazellen
auf der verwendeten Skala fur die Alzheimer-Patienten (Abb. 33 a und b) im Mittel bei 2.8 +
0,63 und fiir die Individuen der Altersgruppe < 65 Jahre (Abb. 35 a und b) bei 2,22 + 0,44
(p=0,038). Fur hippocampale Neurone (AD:3,2 £ 0,63 Vs. < 65:3 £ 0.87, p=0,60) und
Gliazellen (AD:2,6 £ 0,52 Vs. <65:2,22 + 0,66, p=0,20) sowie fiir kortikale Neurone (AD:2,2
+ 0,79 Vs. < 65:2,22 + 0,66, p=0,74) ergaben sich beim Vergleich von Alzheimer-Patienten
Vs. hirngesunde Patienten < 65 Jahre fir das ol-saure-Glykoprotein keine signifikanten

Verteilungsunterschiede.
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Danach wurden Gewebe von hirngesunden Patienten > 65 Jahre mit Geweben aus der
Altersgruppe der < 65-jahrigen verglichen. Sowohl fiir hippocampale als auch fiir kortikale
Gliazellen fanden sich signifikante Unterschiede in der Verteilung ol-saures-Glykoprotein-
positiver Zellen. In hippocampalen Gliazellen lag der Wert auf der verwendeten Skala fur
hirngesunde Patienten > 65 Jahre (Abb. 34 a und b) im Mittel bei 2,8 + 0,42 und auf Seiten
der jungeren Individuen bei 2,22 £ 0,66 (p=0,039). Kortikal zeigten o1-saures-Glykoprotein-
positive Gliazellen in der Altersgruppe > 65 Jahre einen Wert von im Mittel 2,9 £ 0,74,
wihrend die < 65-jdhrigen lediglich einen Wert von 2,22 + 0,44 (p=0,032) aufwiesen. Weder
fur hippocampale (> 65:3.4 £ 0,70 Vs. < 65:3 + 0,87, p=0,29) noch fiir kortikale Neurone (>
65:2,4 £ 0,52 Vs. 2,22 £ 0,66, p=0,57) ergaben beim Vergleich der o1-saures-Glykoprotein-

positiven Zellen zwischen den beiden hirngesunden Gruppen signifikante Unterschiede.
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Abb. 29, Kortex: Verteilung alpha-1-saures-Glykoprotein-positiver Gliazellen von AD-Patienten,
gesunden >65-jdhrigen und <65-jahrigen Individuen mit signifikantem Verteilungsunterschied
zwischen AD-Patienten und <65-jahrigen zugunsten der Erkrankten und >65-jahrigen Individuen und
<65-jahrigen Individuen zugunsten der Alteren.
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Abb. 30, Hippocampus: Verteilung alpha-1-saures-Glykoprotein-positiver Gliazellen von AD-
Patienten, gesunden >65-jdhrigen und <65-jahrigen Individuen ohne signifikante
Verteilungsunterschiede.
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Abb. 31, Kortex: Verteilung alpha-1-saures-Glykoprotein-positiver Neurone von AD-Patienten,
gesunden >65-jahrigen und <65-jdhrigen Individuen ohne signifikante Verteilungsunterschiede.
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Abb. 32, Hippocampus: Verteilung alpha-1-saures-Glykoprotein-positiver Neurone von AD-
Patienten, gesunden >65-jdhrigen und <65-jahrigen Individuen ohne signifikante
Verteilungsunterschiede.
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Abb. 33 a) und b): Kortex eines an AD-erkrankten Patienten mit alpha-1-saures-Glykoprotein-positiven
Neuronen , Gliazellen und Abeta-Plaques in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. alpha-1-saures
Glykoprotein wurde mit AEC (braunrot) und Abeta (rosa) mit Neufuchsin gefirbt. In der semiquantitativen
Analyse zeigte sich ein signifikanter Verteilungsunterschied zugunsten der an AD erkrankten Patientengruppe.

Abb. 34 a) und b): Kortex eines hirngesunden >65-jdhrigen Patienten mit alpha- 1-saures-Glykoprotein-positiven
Neuronen und Gliazellen in a) 200-facher und b) 400-facher VergroBerung. alpha-1-saures Glykoprotein wurde
mit AEC (braunrot) und Abeta (rosa) mit Neufuchsin gefarbt.

Abb. 35 a) und b): Kortex eines hirngesunden <65-jahrigen Patienten mit alpha-1-saures-Glykoprotein-positiven
Neuronen und Gliazellen in a) 200-facher und b) 400-facher VergroéBerung. alpha-1-saures Glykoprotein wurde
mit AEC (braunrot) und Abeta (rosa) mit Neufuchsin gefarbt.
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4.2  Lokalisation und Verteilung der positiven Zellen

Im Rahmen der semiquantitativen Analyse der immunhistochemisch behandelten Gewebe
wurde auch die Verteilung und Lokalisation der fir die vier untersuchten Proteine positiven
Zellen berucksichtigt. Hierbei ergaben sich fur ol-anti-Chymotrypsin, Albumin, Fibrinogen
und o1-saures-Glykoprotein identische Resultate.

In allen untersuchten Gewebeschnitten wurden sowohl perivaskular als auch
intraparenchymal lokalisierte positive Zellen aufgefunden. Es konnte lediglich eine
Assoziation zwischen vermehrtem Zellvorkommen und individueller Lokalisation beziiglich
hippocampalen und kortikalen Geweben hergestellt werden. Hierbei fiel auf, dass sich
hippocampal fiir alle vier untersuchten Proteine mehr positiv angefarbte Zellen befanden. Die
positiven Zellen waren allerdings ohne erkennbares Muster in den einzelnen Schnitten

angeordnet.

In allen von AD-Patienten entnommenen Geweben fanden sich AB-Plaques. In der Gruppe
der hirngesunden > 65-jahrigen Patienten lieBen sich in 3 (Alter:84, 86, 93 Jahre) von 10
Schnitten Plaques nachweisen. Die Kontrollgruppe der Individuen < 65 Jahre zeigte in einem

(Alter:47 Jahre) von 9 Féllen ein Vorhandensein von Plaques.

Samtlichen Gewebeschnitte, die eine Plaquebelastung aufwiesen, wurden auf eine mogliche
Assoziation zwischen AP-Plaques und positiv angefarbten Zellen untersucht. Eine
Kolokalisation konnte in Einzelfallen fur alle plaquebelasteten Gewebe dargestellt werden,
jedoch fanden sich ebenso positive Zellen in Regionen, in denen keine Plaques nachgewiesen

werden konnten.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit Verdnderungen in der zerebralen extrazellularen

Matrix die Entstehung von pathologischen Prozessen begiinstigen konnen. Hierzu wurden vier

verschiedene Plasmaproteine, Albumin, Fibrinogen, ol-anti-Chymotrypsin und ol-saures

Glykoprotein, untersucht und deren unterschiedliches Vorkommen in Gehirnen von AD-

Patienten, gleichaltrigen Kontrollen und jingeren Gesunden verglichen.

Diese Arbeit préasentiert eine erste semiquantitative Analyse der Expression der genannten

Proteine in humanem Hirngewebe sowohl in Abhdngigkeit von Alter, als auch vom

Vorbestehen des Prototypen neurodegenerativer Erkrankungen, der Alzheimer-Demenz.

<65-)ahrige, gesund

>65-jahrige, gesund

>65-jahrige, AD

Glia |Neurone |Plaque |Glia | Neurone |Plaque Glia |Neurone |Plaque-
-ass. -ass. ass.
ol-anti- 3,11+ 3,44+ |nein |2,8+ 3,3+ nein 3,5+ |3,7+ nein
Chymotrypsin 0,93 0,73 0,42 10,82 0,53 10,48
Albumin 1,88+ 3,11+ |nein |22+ |33+ nein 2,6+ |33+ nein
0,33 0,60 0,63 10,82 0,52 10,67
Fibrinogen 244+ 244+  |nein |23+ |24+ nein 2.3+ 1,7+ nein
1,01 10,88 1,16 |1,17 0,67 |1,16
ol-saures 222+ 3,0+ nein |2,8+ |34+ nein 26+ |32+ nein
Glykoprotein 0,66 0,87 0,42 10,70 0,52 10,63

Tab.9, Zusammenfassende Darstellung der untersuchten Proteine und deren Vorkommen im
Hippocampus der verschiedenen Patientengruppen
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<65-jahrige, gesund >65-jdhrige, gesund >65-jahrige, AD
Glia |Neurone |Plaque |Glia | Neuron Plaque- |Glia |Neurone |Plaque-
-ass. e ass. ass.

ol-anti- 3,22+ 2,66+ |nein |32+ |26+ nein 3,74 |32+ nein
Chymotrypsin |0,83 | 1,0 0,42 10,52 0,48 0,42
Albumin 1,88+ 1,774 nein |21+ |14+ |nein 2,6+ |23+ nein

0,33 10,83 0,99 10,52 0,52 10,48
Fibrinogen 244+ 177+ |nein  |1,9+ 1,3+ |nein 22+ |12+ nein

1,01 10,97 0,57 10,67 1,03 10,42
ol-saures 222+1222+ |nein |29+ 2.4+ nein 2.8+ |22+ nein
Glykoprotein |0,44 0,66 0,74 10,52 0,63 10,79

Tab.10, Zusammenfassende Darstellung der untersuchten Proteine und deren Vorkommen im
Kortex der verschiedenen Patientengruppen

5.1 ol-anti-Chymotrypsin

Durch mikroskopische Untersuchungen von humanem Hirngewebe von AD-, hirngesunden
gleichaltrigen und jingeren Patienten konnten signifikante Verteilungsunterschiede von
Neuronen und Gliazellen, die ol-anti-Chymotrypsin enthalten, nachgewiesen werden. Dies
gilt insbesondere fiir den Vergleich zwischen post mortem-Hirngewebe von AD-Patienten und
hirngesunden altersentsprechenden Kontrollen. Hier zeigte sich eine signifikante Erhohung
der Anzahl der al-anti-Chymotrypsin-positiven Gliazellen im Hippocampus und im Kortex
der AD-Patienten im Vergleich zu hirngesunden gleichaltrigen Kontrollen.

Die Assoziation zwischen der Alzheimer'schen Erkrankung und einem vermehrten ol-anti-
Chymotrypsin wurde bereits aus verschiedenen Perspektiven beschrieben. Im Liquor von AD-
Patienten zeigten sich signifikante Erhohungen der ol-anti-Chymotrypsin-Spiegel im
Vergleich zum normal gealterten Menschen (Harigaya, 1995). Auch das Risiko im Verlauf
des Lebens an einer Demenz vom Alzheimer-Typ zu erkranken, korreliert mit erhohten ol-
anti-Chymotrypsin-Plasmaspiegeln (Engelhart, 2004). Diese Aussage wird durch das in der
vorliegenden Arbeit gezeigte vermehrte Vorkommen von al-anti-Chymotrypsin in kortikalen
Neuronen von AD-Patienten im Vergleich zu < 65-jdhrigen hirngesunden Kontrollen

unterstrichen.
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Es wird vermutet, dass ol-anti-Chymotrypsin und AP interagieren und dadurch die
Amyloidplaquebildung begiinstigen konnen (Janciauskiene et al., 2001). Des Weiteren gilt es
als erwiesen, dass ol-anti-Chymotrypsin die Phosphorylierung von tau-Protein in Neuronen
induzieren kann (Padmanabhan et al., 2006). Dies konnte die enge raumliche Assoziation
zwischen Plaques und Nervenzellen erklaren, in denen ol-anti-Chymotrypsin nachgewiesen

werden konnte.

5.2 Albumin

Albumin zeigt eine &hnliche Verteilung wie ol-anti-Chymotrypsin. Es ergab sich eine
signifikante Erhohung von Albumin-positiven Zellen in Hirngewebe von AD-Patienten
sowohl gegentiber hirngesunden gleichaltrigen als auch jingeren Kontrollen. Wie bereits
erwahnt wird vermutet, dass die Funktion der Blut-Hirn-Schranke ein Einwandern von
Serumproteinen in das Hirnparenchym entscheidend determiniert (Pakulski et al., 2000). Die
beschriebenen Verteilungsunterschiede unterstitzen die These, dass eine zerebrovaskulare
Pathologie 1m Sinne einer Schrankenstorung bei der Alzheimer‘schen Erkrankung eine
wichtige Position einnimmt (Wada, 1998, Kalaria, 2003, Bowman et al., 2007). In der
vorliegenden Arbeit konnte der Nachweis erbracht werden, dass eine signifikant erhohte
Konzentration von Albumin bei an AD erkrankten Patienten vorliegt. Dies unterstiitzt die
Vermutung, dass Albumin eine Rolle bei der Krankheitsentstehung der AD spielen konnte. /n
vitro konnte bereits nachgewiesen werden, dass eine fehlerhafte Faltung des Proteins die
Formation von Amyloidfibrillen begiinstigt (Taboada et al., 2006). Beim Vergleich zwischen
alten und jungen Gesunden ergaben sich keine signifikanten Expressionsunterschiede fiir
Albumin. Dem widerspricht eine Untersuchung, in der erniedrigte Serumplasmaspiegel fir
Albumin im Alter nachgewiesen wurden und damit auf eine reziproke Beziehung zwischen
Albuminvorkommen und Lebensalter geschlossen wurde (Maes et al., 1999). Somit wére es
jedoch auch denkbar, dass es im hoheren Lebensalter zu einer physiologischen Abnahme der
Albuminmenge im menschlichen Organismus kommt. Das Fehlen dieses Mechanismus
konnte die vorliegenden Ergebnisse in Bezug auf den Vergleich zwischen AD-Patienten und

gesunden Individuen stiitzen.
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5.3  Fibrinogen

Fur Fibrinogen zeigten sich im Vergleich der drei Gruppen untereinander weder kortikal noch
hippocampal signifikante Unterschiede bzgl. der Anzahl positiv angefiarbter Zellen. Dies
bestatigt bereits vorhandene Erkenntnisse aus einer anderen immunhistochemischen Arbeit, in
der ebenfalls kein Unterschied in der Verteilung von Fibrinogen bei AD-Patienten und
hirngesunden gealterten Menschen festgestellt wurde (Alafuzoff et al., 1987). Dies lasst
erkennen, dass eine mogliche mit Fibrinogen assoziierte zerebrale Pathologie nichts mit
dessen vermehrtem Vorkommen zu tun hat. Die Resultate beim Vergleich zwischen AD-
Patienten und in jungem Lebensalter verstorbenen Individuen widersprechen der These, dass
ein vermehrtes Vorkommen von Fibrinogen das Risiko an einer Alzheimer-Demenz zu
erkranken, erhoht (Oijen van et al., 2005). Vielmehr sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit
dafir, dass Fibrinogen, obwohl es nicht von neuronalen Zellen synthetisiert werden kann, eine
Rolle im menschlichen Gehirn zukommt, die nicht mit der AD in Zusammenhang gebracht
werden kann. Damit sprechen die vorliegenden Resultate nicht fiir die Theorie, dass ein
Vorkommen von Fibrinogen in neuronalen Zellen zwingend mit einer Pathologie, z.B. einer

vaskuldren Problematik, einhergehen muss (Adams et al., 2004).

5.4  ol-saures Glykoprotein

In der Analyse des ol-sauren Glykoproteins konnte in der vorliegenden Untersuchung gezeigt
werden, dass dessen Vorkommen in Neuronen und Gliazellen im Hirngewebe bei AD-
Patienten im Vergleich zu < 65-jdhrigen Individuen signifikant erhoht ist. Wéhrend es
zwischen Hirngewebe von AD-Patienten im Vergleich zu normal gealterten Patienten keine
Unterschiede aufwies, ergaben sich auch beim Vergleich zwischen hirngesunden <65-jahrigen
und &lteren ebenfalls hirngesunden Individuen signifikante Differenzen. So lagen beim
normal Gealterten im Vergleich zum jungen Menschen deutlich mehr positiv angefarbte
Gliazellen, sowohl kortikal als auch hippocampal vor. Dies konnte als ein weiterer Hinweis
dafur gewertet werden, dass die Funktion der Blut-Hirn-Schranke mit zunehmendem Alter
abnimmt (Pakulski et al., 2000). Wie bereits beschrieben kommt es im Alter ebenfalls zu
einem vermehrten Anfallen von Sauerstoffradikalen, die wursdchlich fiir biologische

Alterungsprozesse verantwortlich gemacht werden.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten dafiir sprechen, dass ol-saures Glykoprotein
im Gehirn des élteren hirngesunden Menschen Alterungsprozesse verlangsamt, da es die
Bildung von Sauerstoffradikalen verringert (Matsumoto et al., 2007).

Beim Vergleich zwischen AD-Patienten und jungen gesunden Patienten wurde im Kortex von
an AD erkrankten Individuen eine signifikant hohere Anzahl von auf o1-saures Glykoprotein-
positiven Gliazellen nachgewiesen. Dies konnte die These stiitzen, dass es im Rahmen der AD
zu inflammatorischen Prozessen kommt (McGeer et McGeer, 2001), die letztendlich sowohl
zu einer Schrankenstorung als auch zu einer Veranderung der Komposition der EZM fiihren

konnten.

5.5 Die extrazellulire Matrix

Die extrazellulare Matrix determiniert die physikochemischen Eigenschaften und die
dreidimensionale Organisation des Hirngewebes. Samtliche Zellen bendtigen eine
funktionierende EZM zur Regulation ihres Stoffwechsels, um Konzentrationsénderungen
verschiedener intrazelluldarer Proteine zu regulieren. Nicht nur das Hirnparenchym selbst,
sondern auch die Blut-Hirn-Schranke ist abhdngig von einer intakten extrazelluldaren Matrix.
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten Serumproteine in
post-mortem-entnommenen Hirngewebe von AD-Patienten, physiologisch gealterten und
jungen Individuen vorkommen. Dabei zeigte sich jedoch fur drei dieser Proteine eine
signifikant erhohte Anzahl positiv anfarbbarer Zellen im Hirngewebe von AD-Patienten im
Vergleich mit der gleichaltrigen und der jingeren Kontrollgruppe. Diese
Verteilungsunterschiede widersprechen einer Studie, in der postuliert wurde, dass es post
mortem zu einem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke und damit zu einer unspezifischen
Ansammlung von Serumproteinen im Hirnparenchym kommt (Munoz et al., 1997).

Es wurde gezeigt, dass die fiir die AD typischen Plaques eine Vielzahl von extrazelluldren
Proteinen beinhalten (McGeer et al., 1994). Es konnte bisher allerdings nur in vitro
nachgewiesen werden, dass Serumproteine eine Aggregationstendenz zeigen und somit eine
Plaquebildung begiinstigen (Taboada et al., 2006). Welche Bedingungen in vivo herrschen
mussen, damit es zu einer fehlerhaften Faltung und zur Aggregation von Proteinen im
humanen Hirnparenchym kommt, ist ungeklart. Fur die Aggregation des unloslichen
Amyloidpeptids wird angenommen, dass es ab einer bestimmten Konzentration von

Monomeren zu einem Ungleichgewicht im Hirnstoffwechsel kommt. Als Reaktion auf das
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vermehrte Angebot polymerisieren dann die Monomere zu Plaques (Koo et al., 1999). Es
scheint demnach eine ursiachliche Storung beim Abtransport zum einen der Monomere und
zum anderen beim Abbau der Plaques vorzuliegen. Dieser wird wie oben beschrieben von den
Komponenten der EZM gewihrleistet. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die
Hypothese, dass die EZM bei der AD in ihrer Funktion kompromittiert ist, da auch die

untersuchten Proteine im Hirngewebe von AD-Patienten vermehrt nachgewiesen wurden.

Desweiteren wird diskutiert, inwieweit intrazelluldare Ablagerungen von unphysiologisch
gefalteten Proteinen den eigentlichen pathologischen Mechanismus der AD darstellen konnten
(Selkoe, 2003). Ebenso wire auch eine intrazellulare Uberproduktion von Proteinen denkbar.
Beide Annahmen werden durch die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzt, da sowohl gliale als
auch neuronale Zellen von AD-Patienten signifikant haufiger Protein beinhalten als dies beim

Gesunden, gleichgtiltig ob alter oder jinger als 65 Jahre, der Fall ist.

5.6  Zusammenfassung und Perspektiven

Die AD ist als haufigste Demenzform im Rahmen der derzeitigen demographischen
Entwicklung in den Industrieldandern Gegenstand vieler Forschungsarbeiten. Die urséchliche
Pathologie der Erkrankung ist die Entstehung amyloider Plaques, die in humanem
Hirngewebe post mortem nachgewiesen werden konnten. Mit Hilfe immunhistochemischer
Analysen von post mortem-entnommenen humanem Hirngewebe wurden in der vorliegenden
Arbeit Neurone und Gliazellen auf Positivitit fir die Serumproteine Albumin, Fibrinogen,
ol-anti-Chymotrypsin und ol-saures-Glykoprotein untersucht. Dabei wurde im Rahmen
einer semiquantitativen mikroskopischen Analyse der neuronalen Zellen festgestellt, dass die
Anzahl der positiv angefarbten Neurone und Gliazellen bei AD-Patienten im Vergleich zu
hirngesunden Kontrollgruppen signifikant erhoht war.

Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, inwieweit peripher synthetisierte Serumproteine im
Hirngewebe des an Alzheimer erkrankten bzw. des alternden Menschen vorkommen und ob
Unterschiede in deren Verteilung bestehen. Die signifikante Erhohung der fir Albumin-, oul-
anti-Chymotrypsin- und ol-saures-Glykoprotein-positiven neuronalen Zellen bei AD-
Patienten im Vergleich zu hirngesunden Kontrollen deutet auf eine Transportproblematik mit

zentraler Beteiligung der den Hirnstoffwechsel organisierenden Komponenten der EZM hin.
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Daber gilt es zu bedenken, dass es offensichtlich keinerlei rdumlichen Zusammenhang
zwischen Zellen mit Positivitét fiir eines der genannten Proteine und amyloiden Plaques gibt.
Dies deckt sich mit am Tiermodell durchgefiihrten Studien, in denen keine Assoziation
zwischen Plaquelokalisation und Neuronenuntergang nachgewiesen werden konnten. Eine
Aussage Uber einen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein der Proteine und einer
Neuronenschadigung konnte nicht getroffen werden. Es scheint offensichtlich, dass die AB-
Plaques, trotz ihrer in vitro nachgewiesenen neuronalen Toxizitit nicht allein in der Lage sind,
die neuronale Degeneration zu erklaren. Man vermutet daher, dass kleine losliche
Bestandteile des AP-Komplexes, sog. AP-Oligomere, an verschiedenen Punkten der
interneuronalen Signalkaskaden wirken und diese storen. Dies gilt insbesondere fiir die EZM,
deren Proteine durch die Aggregation amyloider Plaques in ihrer Funktion entscheidend
kompromittiert sind.

Es ist jedoch bekannt, dass A-Plaques auch bei nicht als AD-Patient klassifizierten
Individuen nachgewiesen wurden. Daher ist es in Zukunft entscheidend, den pathogenetischen
Horizont in Bezug auf die AD auch auf andere Bereiche zu erweitern. In dieser Arbeit wurde
erstmalig gezeigt, dass - nach heutigem Wissensstand - ausschlieBlich peripher synthetisierte
Serumproteine eindeutig im menschlichen Gehirn vorkommen. Die genaue Herkunft der
Proteine ist allerdings nicht endgiiltig aufgeklart. Eine intrazerebrale Genese konnte bis heute
weder widerlegt noch bewiesen werden. In jedem Fall erscheint es logisch, dass die Proteine
eine Funktion wahrnehmen und mitnichten erst nach dem Eintritt einer nichtphysiologischen
Situation ins Hirnparenchym oder in neuronale Zellen gelangen. Der EZM, die die
Rahmenbedingungen fiir samtliche Stoffwechselprozesse und interzelluldren Interaktionen im
ZNS schafft, kommt hierbei eine entscheidende Rolle zu, der in Zukunft, auch in Bezug auf

andere zerebrale Pathologien, mehr Beachtung geschenkt werden sollte.
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