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A. Einleitung

Alois Alzheimer berichtete im November 1906 auf der Jahrestagung der
Stidwestdeutschen Irrendrzte erstmals iiber ,,eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde*
bei einer 51jdhrigen Patientin.

Die im Jahr 1901 erstmalig untersuchte Frau litt an ausgeprigten Gedéchtnis- und
Orientierungsstorungen, assoziiert mit Aphasie, akustischen Halluzinationen und
paranoiden Ideen (Alzheimer 1907). Die von Alzheimer post mortem durchgefiihrten
neuropathologischen Untersuchungen stellen das bis heute giiltige histopathologische
Korrelat der Erkrankung dar: So beschrieb Alzheimer schon 1906 die ,miliaren
Herdchen, welche durch Einlagerung eines eigenartigen Stoffes in die Hirnrinde bedingt
sind“. Damit gelang ihm die Erstbeschreibung des zentralen pathomorphologischen
Elements der nach ihm benannten Erkrankung, des ,,senilen Plaques™ (Abb. 1, Abb. 2).
Weiterhin wies er eine Verklumpung intrazellulédrer Fibrillen in kortikalen Nervenzellen
nach, und hatte somit das zweite definierende Kriterium, die ,,Alzheimerschen
Fibrillenverdnderungen® (Abb. 3) beschrieben.

Bereits 1910 betrachtete Kraepelin die von Alzheimer beschriebene Demenzform als
eine neue Krankheitsentitit und pridgte den Begriff ,,Alzheimersche Krankheit®
(Kraepelin 1910; historische Ubersicht bei Frolich et al. 1997). Die folgende
Unterscheidung in présenile und senile Demenz, deren Kriterium der Krankheitsbeginn
vor bzw. nach dem fiinfundsechzigsten Lebensjahr ist, ist spitestens seit den 80er
Jahren verlassen worden (Frolich et al. 1997), da sich die postulierten Formen
pathomorphologisch nicht voneinander unterscheiden. Heute wird in Anlehnung an den
ICD-10 Diagnoseschliissel von der Demenz vom Alzheimer Typ (DAT) gesprochen.
Alternativ wird auch der Begriff Alzheimer Demenz (AD) verwandt, auf den in der
Folge Bezug genommen wird.

Als Hauptursache altersbedingter Demenzen ist die AD eine Erkrankung, deren
Symptomatik eine unabhingige Existenz schwer beeintrachtigt. Es entwickeln sich
progrediente Gedédchtnis- und Orientierungsstorungen, in deren Verlauf das Denk- und
Urteilsvermogen kontinuierlich schwinden. In spiten Stadien verlieren die Patienten
ihre sozialen Kompetenzen und ihre Personlichkeitsstruktur. Sowohl die hohe Inzidenz
(Bachmann et al. 1993), als auch die schwere Beeintrichtigung des Individuums
bedeuten eine erhebliche soziale und finanzielle Belastung (Rice et al. 1993). Dies 1463t

sich an folgenden Beispielen verdeutlichen: Als Hauptursache altersverbundener



Demenz liegt die AD an vierter Stelle der Todesursachenstatistik der westlichen Welt
(nach Myokardinfarkt, neoplastischen Erkrankungen und Hirninfarkt). Rund 50% der
iiber 85jdhrigen Menschen in den Industrienationen erkranken an dieser Form der
Demenz, in der Gruppe der 75-85jdhrigen sind es ca. 20% (Evans et al. 1989).
Aufgrund steigender Lebenserwartung der Bevolkerung werden diese Zahlen weiter
zunehmen. Schitzungen zufolge waren in den USA im Jahr 1980 2.9 Millionen
Menschen erkrankt, nach Hochrechnungen wird die Pravalenz in den USA im Jahr 2050
10 Millionen iibersteigen (Evans 1990).

Zur Zeit ist nur eine symptomatische Therapie moglich, da es an kausalen Ansétzen
noch fehlt. Hierbei finden Acetylcholinesteraseinhibitoren (Wirkstoffe: Tacrin,
Donepezil, Rivastigmin), Glutamatmodulatoren und sonstige Antidementiva
Verwendung, wobei fiir Donepezil und den hirnselektiven Cholinesteraseinhibitor
Rivastigmin eine signifikante Verbesserung kognitiver Fiahigkeiten nachzuweisen ist
(Anand und Gharabawi 1996; Rogers et al. 1998). Trotzdem ist eine vollstindige
Aufklarung 4dtiologischer Zusammenhdnge vorrangig, um daraus ein kausales
Therapieregime entwickeln zu koénnen, zumal die klinische Diagnose der Erkrankung
hiufig erst viele Jahre nach Beginn des Krankheitsprozesses gestellt wird. Dies
bedeutet, dal schon irreversible Hirnverdnderungen eingetreten sind, die auf eine
symptomatische Therapie kaum ansprechen.

Die vorgelegte Arbeit kniipft an Forschungsergebnisse der letzten Jahre an, und
untersucht auf molekularer Ebene den mdglicherweise protektiven Einflufl der weichen
Hirnhdute im Verlauf der AD und der haufig damit assoziierten ,,Cerebralen Amyloid

Angiopathie” (CAA).

1. Pathomorphologie

Makroskopisches Erscheinungsbild

Auffilligstes Merkmal ist die diffuse Atrophie des gesamten Hirnparenchyms, wobei
der Kortex aufgrund der neurofibrilliren Degeneration und des Neuronenuntergangs
starker betroffen ist, als das tibrige Parenchym. Mit Hilfe der Computer-Tomographie
(CT) und der Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) werden qualitative und
quantitative Aussagen beziliglich des makroskopischen in vivo Erscheinungsbildes

getroffen, um dieses in Bezug zum klinischen Verlauf zu setzen (Scheltens et al. 1992a;



Fox et al. 1996, 1999) Hierbei ist der schwere Befall des Temporallappens
hervorzuheben (Mann 1991; Jack et al. 1998); die Atrophie des medialen
Temporallappens, der aufgrund limbischer und hippokampaler Strukturen in enger
funktionaler Beziehung zu Gedéichtnisfunktionen steht, korreliert positiv mit
neuropsychologischen Gedéchtnistests (Scheltens et al. 1992b). Die graue und weille
Substanz sind gleichmiBig vom Neuronenverlust betroffen, wobei die Atrophie der
weillen Substanz bei AD Patienten stirker ausgeprdgt ist, als bei gleichaltrigen
Kontrollpersonen (de la Monte 1989; Scheltens et al. 1994). Als Folge der kortikalen
Atrophie entwickelt sich ein Hydrocephalus e vacuo mit Erweiterung der
Seitenventrikel, des dritten Ventrikels und des Subarachnoidalraums.

Auch wenn die Hirnatrophie im Rahmen der AD im Mittel ausgeprigter ist als beim
gleichaltrig Gesunden, so 146t sich die Diagnose aus der in vivo Konstellation nicht mit
ausreichender Sicherheit stellen. Beweisend ist ausschlieflich der histopathologische

Befund.

Mikroskopisches Erscheinungsbild

Da die AD bis heute nur histopathologisch sicher diagnostiziert werden kann, ist dem
mikroskopischen Erscheinungsbild besondere Bedeutung beizumessen. Daher wird das
Erscheinungsbild der senilen Plaques und Alzheimerschen Fibrillenverdnderungen
skizziert. Weiterhin wird auf die Bedeutung zerebrovaskuldrer Veridnderungen
eingegangen, die als ,,Kongophile Angiopathie* (Pantelakis 1954) oder Cerebrale
Amyloid Angiopathie bezeichnet werden, weil diese in enger Beziehung zur AD stehen
(Glenner et al. 1981).

Senile Plaques sind unlosliche, extrazelluldre, kugelformige Proteinablagerungen,
welche die Mikroarchitektur des Kortex zerstoren (Abb. 1). Diese als ,,Amyloid*
bezeichneten Ablagerungen bestehen aus einem zentral gelegenen, ,,3-Amyloid“ oder
,»AB“ genannten Eiweillmolekiil, welches erstmals 1984 aus angiopathisch verdnderten
HirngefdBen (Glenner und Wong 1984) und 1985 aus isolierten kortikalen senilen
Plaques sequenziert wurde (Masters et al. 1985). Der Begriff des Amyloids geht auf
Virchow zuriick, da das histochemische Farbeverhalten von Amyloid dem von Stirke
entspricht (amylon = griechisch fiir Stirke; amyloid = stirkedhnlich). Amyloide sind
eine heterogene Gruppe von Proteinen, deren Firbeverhalten sich als griin-rote

Doppelbrechung im polarisierten Licht nach Kongo-Rot-Firbung manifestiert (Abb. 2).



Abb. 1: Immunhistochemische Darstellung einer senilen Plaque mit einem

polyklonalen Antiserum gegen Af3



Abb. 2: Senile Plaque. 3-Amyloid erscheint im polarisierten Licht nach Kongo-

Rot-Farbung rot-griin (350fache VergroBerung)

Die Alzheimerschen Fibrillenverdnderungen (Abb. 3) sind - elektronenmikroskopisch
betrachtet - abnorme Ansammlungen paariger helikaler Filamente (Wischik et al. 1988).
Diese befinden sich im Gegensatz zu den senilen Plaques intrazellulér in Perikarien und
Dendriten befallener Nervenzellen und sind als Aggregate in Form neurofibrilldrer
Biindel nachweisbar. Hauptkomponente der paarig helikalen Filamente ist das
Mikrotubuli-assoziierte, abnorm phosphorylierte Protein Tau. In absterbenden
Nervenzellen bilden sich Schollen aus diesen Fibrillen, deren Ablagerungen durch
Silberimpragnation darstellbar sind. Die Ausbildung dieser Neurofibrillen wird als
Epiphdnomen der Neurodegeneration eingestuft, umso mehr als neurofibrilldre
Ablagerungen bei verschiedenen anderen neurodegenerativen Erkrankungen ohne

Amyloid-Ablagerungen nachweisbar sind (Goedert 1998).



Die CAA ist durch herdformige AB Ablagerungen im Extrazelluldrraum der Tunica
media und Tunica adventitia mittelgroBer und kleiner HirngefdBBe gekennzeichnet. Die

Ablagerungen sind entsprechend kongophil und manifestieren sich als griin-rote

Doppelbrechung im polarisierten Licht (Abb. 4).

Abb. 3: Alzheimer-Fibrillenverdnderungen, Bodian Silberfirbung (500fache
VergroBerung)

2. Stand der Forschung

Im folgenden Abschnitt wird ein Uberblick iiber den aktuellen Forschungsstand
gegeben. Dabei liegt das Hauptaugenmerk auf molekularbiologischen und
molekulargenetischen Ansétzen, da diese die zentrale Rolle von AB Produktion und

Ablagerung fiir die AD und CAA aufzeigen.



2.1  ABund APP

Im Zentrum der molekularbiologischen Untersuchungen steht heute der
Hauptbestandteil der senilen Plaques, ein aus 39-43 Aminosduren bestehendes Peptid,
das AB (Glenner und Wong 1984; Masters et al. 1985; Sisodia und Price 1995; Maury
1995). AB ist hydrophob und neigt unter physiologischen Salzkonzentrationen zur
Selbstaggregation und Fibrillenbildung (Harper und Landsbury 1997), wobei der
Grofteil des Peptids eine B-Faltblattstruktur ausbildet.

Es gilt heute trotz teilweise differierenden Auffassungen (Roses 1994; Terry 1996) als
gesichert, dal AR Ablagerungen das zentrale pathomorphologische Substrat der AD
sind (Selkoe 1994), dies umso mehr, als die Anzahl seniler Plaques mit der Auspriagung
der Erkrankung positiv korreliert, sobald sensitive volumetrische Messungen der
Amyloidablagerungen und nicht alleine die Anzahl der Plaques zugrunde gelegt werden
(Cummings et al. 1995). Von ebenso groBer Bedeutung ist dessen 1987 identifiziertes
Vorlauferprotein, das Amyloid Precursor Protein (APP) (Kang et al. 1987).

Die Biogenese und Lokalisation von APP, desweiteren die verschiedenen Mechanismen
der Metabolisierung wurden von verschiedenen Gruppen untersucht (Weidemann et al.
1989; Haass et al. 1991; Haass und Selkoe 1993; Walter et al. 1997).

APP wird ubiquitdr exprimiert, wobei seine Expression in Neuronen bei weitem am
hochsten ist (Busciglio et al. 1993). Als Membranprotein wird es wéhrend der
Metabolisierung gespalten. Im einzelnen konnten drei Sekretasen postuliert werden, die
das Vorlduferprotein an verschiedener Stelle spalten (Tanzi et al. 1996). Die alpha-
Sekretase spaltet APP extrazelluldr innerhalb der AB Sequenz, und fiihrt somit zur
Sekretion eines Teiles von APP, verhindert jedoch gleichzeitig eine AB Ablagerung
(Esch et al. 1990). Der Grofiteil des APP Spaltproduktes gelangt in intrazelluldre
Kompartimente und wird auf endosomal-lysosomalem Weg von beta- und gamma-
Sekretasen gespalten (Haass et al. 1992a; Kawai et al. 1992). Durch Angriff der beta-
Sekretase wird APP erneut gespalten, wobei auch hier die AB Sequenz intakt bleibt. Erst
die gamma-Sekretase ermoglicht die Freisetzung von AB(1-40) oder AB(1-42) und
dessen Sekretion (Haass et al. 1992b; Tamaoka et al. 1992; Sisodia und Price 1995;
Hardy 1997a). Der weitere Mechanismus der A3 Aggregation zu unloslichen Plaques ist
hingegen noch ungeklért.

Das auf Chromosom 21 lokalisierte Gen, welches fiir APP kodiert, stand ebenso im

Zentrum der Forschung. Sowohl die Entdeckung von Mutationen in diesem Gen, als



auch die Analyse der Funktion und des Metabolismus von APP fiihrten zu einem
besseren Verstindnis der Pathogenese sowohl der Familidren Alzheimer Demenz
(FAD), als auch der sporadischen AD. Obwohl Mutationen im APP Gen fiir nur 2%
aller Félle der FAD verantwortlich sind (insgesamt betridgt der Anteil der FAD an der
Gesamtheit der AD ca. 10%), ist die Aufkldrung der Funktion von APP wegweisend
(Tanzi et al. 1996). Eine Reihe pathogener Mutationen im APP Gen, die den Austausch
von Aminoséduren in direkter Ndhe zur AB Region zur Folge haben, sind identifiziert
worden (Levy et al. 1990; Goate et al. 1991; Mullan und Crawford 1993; Hardy 1997a).
So beispielsweise die Punktmutation an Kodon 693, wobei Glutaminsdure durch
Glutamin substituiert wird. Diese Mutation ist Ursache von hereditiren zerebralen
Blutungen (HCHWA-D: hereditary cerebral hemorrhage with amyloidosis, Dutch type).
Die Erkrankung wird autosomal dominant vererbt und ist durch stark ausgeprigte Al
Produktion und Ablagerungen in intrazerebralen GefiBwianden und wiederkehrende
spontane Blutungen gekennzeichnet, die schon im frithen bis mittleren Alter (41-55
Jahre) auftreten (Levy et al. 1990; Mann et al. 1996).

Eine weitere Mutation an Kodon 717 wodurch Valin entweder durch Isoleucin,
Phenylalanin oder Glycin ersetzt wird, ist in einer kleinen Anzahl von Familien
beschrieben worden (Chartier-Harlin et al. 1991). 1995 wurde durch Etablierung eines
Modells transgener Miuse, die diese humane Mutation iiberexprimieren, und daher die
verschiedenen Merkmale der AD Pathologie aufweisen (Games et al. 1995), ein
wichtiges Tiermodell geschaffen, anhand dessen der Verlauf der AD studiert werden
kann. Da bei der FAD die Plasmakonzentration von AB(1-42) im Vergleich zur
sporadischen AD signifikant erhoht ist (Kosaka et al. 1997), 148t sich folgern, dal3 eine
vermehrte Produktion von AB(1-42) fiir die weitere Plaquebildung (,,seeding®) kritisch
ist (Tamaoka et al. 1994). Ein dhnlicher Mechanismus wurde ebenso fiir alle anderen,
hier nicht ndher erlduterten Mutationen beschrieben (Haass et al. 1994, 1995; Selkoe
1994).

AB lagert sich pathologischerweise nicht nur im Hirnparenchym, sondern auch in den
kortikalen und leptomeningealen GefdBen ab. Somit ist es nicht nur fiir die senilen
Plaques sondern auch fiir die CAA das zentrale pathologische Element (Wong et al.
1985; Vinters 1992; Vinters et al. 1996).

Ein pathogenetisch wichtiger Aspekt ist die Lokalisation des APP Gens auf dem langen
Arm von Chromosom 21. Patienten mit Trisomie 21 (Down-Syndrom) besitzen

aufgrund einer chromosomalen Aberration ein zusétzliches Chromosom 21, und somit



pro Zelle ein weiteres APP Gen. Die hieraus resultierende vermehrte APP Synthese
manifestiert sich im Sinne eines Gen-Dosis-Effektes in erhdhten APP- und erhdhten A
Blutspiegeln (Rumble et al. 1989, Tokuda et al. 1997). Daher entwickeln alle vom
Down-Syndrom Betroffenen das neuropathologische Vollbild der AD (Masters et al.
1985; Mann 1988), und zwar bereits ab dem 4. Lebensjahrzehnt (Wisniewski et al.
1985). Ein Grofteil der Betroffenen entwickelt mit zunehmendem Alter demzufolge die
Symptomatik der AD. Daraus leitet sich die Hypothese ab, daB3 eine vermehrte APP
Produktion und die resultierende vermehrte A3 Produktion, insbesondere das erhohte
Auftreten des 16slichen AB(1-42), Ursache der AD bei Patienten mit Trisomie 21 ist
(Teller et al. 1996; Takashima 1997).

2.2 A und Preseniline

Der grofite Teil der autosomal dominant vererbten Fille der AD mit frithzeitigem
Beginn (FAD) wird durch Mutationen in zwei erst 1995 entdeckten Genen verursacht.
Presenilin 1 (PS1) konnte auf Chromosom 14 (St George-Hyslop et al. 1992;
Sherrington et al. 1995), Presenilin 2 (PS2) auf Chromosom 1 (Levy-Lahad et al. 1995)
lokalisiert werden, beide kodieren fiir homologe Transmembranproteine. Mutationen
dieser Gene fiihren {iber einen noch unbekannten Mechanismus zu einer Verdnderung
im APP Metabolismus dergestalt, dafl eine erhohte AB(1-42) Produktion in Zellkulturen
mit konsekutiver Ablagerung des Proteins die Folge sind (Citron et al. 1997; Hardy
1997a; Tomita et al. 1997, Mehta et al. 1998). In vivo manifestiert sich dieser
Zusammenhang zwischen A und den Presenilinen bei Familienmitgliedern, die solche
Mutationen tragen, als Erhohung der AB Spiegel im Plasma vor Beginn der Erkrankung
(Scheuner et al. 1996). Wie auch APP werden die zueinander homologen Gene PS1 und
PS2 ubiquitir exprimiert (Sherrington et al. 1995; Levy-Lahad et al. 1995; Lee et al.
1996), wobei die Preseniline die Zellmembran achtfach umspannen (Doan et al. 1996;
Hardy 1997a). Fiinfzig verschiedene Mutationen, die jeweils zum Austausch nur einer
Aminosdure fiihren, sind bekannt, die meisten davon in der genannten
Transmembranregion (Cruts und Van 1998). Klinisch manifestieren sie sich als friih
einsetzende und schwer verlaufende Erkrankung.

Der Effekt dieser Mutationen ist nicht nur in Zellkulturen, sondern auch im Tiermodell
nachgewiesen. Transgene Méuse, die eine mutierte Form von PS1 {iberexprimieren, als

auch mit einer PS1-Mutante transfizierte Zellen zeigen eine verstirkte Produktion des



fibrillogenen und frithzeitig deponierten AB(1-42) (Duff et al. 1996; Borchelt et al.
1996). Obwohl die genaue Funktion von PS1 und PS2 noch zu bestimmen bleibt (Tanzi
et al. 1996), ist festzustellen, dafl sowohl Mutationen im APP Gen, als auch Mutationen
in PS1 und PS2 alle in die gemeinsame Endstrecke gesteigerter AB(1-42) Produktion
aufgrund eines verdanderten APP Metabolismus miinden (Hardy 1997b; Tomita et al.
1997; Weidemann et al. 1997; Citron et al. 1998).

Auch neuere Arbeiten unterstreichen diesen Zusammenhang, indem sie demonstrieren,
daB PS1 als Regulator der gamma-Sekretase fungiert (De Strooper et al. 1998). Die
gamma-Sekretase ist diejenige Protease, welche zu einer intrazelluldren Abspaltung von
AB aus APP fiihrt. Méduse, in denen die Funktion von PS1 unterbunden wird (,,knock
out mice*), zeigen eine fiinffache Reduktion der AB(1-42) Produktion im Vergleich zu
Kontrollen (De Strooper et al. 1998). Dies impliziert, dal Mutationen in PS1 zu einem
Anstieg der gamma-Sekretase (,,gain of function®) und somit zu verstirkter AB(1-42)
Produktion fithren (Haass und Selkoe 1998).

In der Zusammenfassung bedeuten diese Ergebnisse, daBl die pharmakologische
Inhibition von PS 1 eine Moglichkeit darstellt, priventive Therapieansitze zu

entwickeln.

2.3 ABund Apolipoprotein E

Ein wichtiger genetischer Risikofaktor, der das relative Risiko erhoht, an der spéit
beginnenden (late-onset) Form der AD zu erkranken, ist die Prisenz des e4-Genotyps
von Apolipoprotein E (ApoE) auf Chromosom 19 (Strittmatter et al. 1993a, b; Saunders
et al. 1993; Corder et al. 1993; Roses 1994; Strittmatter und Roses 1995, 1996). ApoE
ist Bestandteil der very low density lipoproteins (VLDL) und high density lipoproteins
(HDL) genannten Transportproteine, welche die zellulire Aufnahme von Cholesterin
steuern (Mahley 1988; Kang et al. 1997). Es existieren drei Allelformen von ApoE: e2,
e3 und e4; dabei ist ApoE e3 die haufigste Allelform (Saunders et al. 1993), gefolgt von
ApoE e4. Die Differenzierung dieser Isoformen erlaubt eine Unterteilung beziiglich des
Risikos und der Vorhersage der AD (Saunders et al. 1996).

Patienten mit spét beginnender, familidr gehdufter AD weisen einen héheren Anteil des
e4-Genotyps auf als gleichaltrige gesunde Kontrollen (Strittmatter et al. 1993a).
Weiterhin zeigt sich auch bei der Analyse sporadischer AD Fiélle eine erhdhte ApoE e4

Allelfrequenz im Vergleich zu einer geringeren Auspriagung bei Kontrollen (Saunders et



al. 1993). Diese Ergebnisse sind hochsignifikant und weisen den e4-Genotyp als
Risikofaktor fiir die AD aus. Dies umso mehr, als bei Homozygotie fiir ApoE e4 ein im
Vergleich zu Heterozygoten flinffach erhohtes Risiko besteht, an der FAD zu erkranken,
und dies zu einem frithen Zeitpunkt und einhergehend mit ausgeprigtem progredienten
kognitiven Abbau (Corder et al. 1993; Craft et al. 1998).

Auch der EinfluB des e2-Genotyps auf den Verlauf der FAD wurde untersucht.
Demzufolge verhilt sich diese Form entgegengesetzt zum e4-Genotyp, da Patienten
dieser Ausprigung ein geringeres Risiko aufweisen, liberhaupt zu erkranken, und mit
einem spateren Zeitpunkt des Erkrankungsbeginns rechnen kénnen (Corder et al. 1994);
allerdings ist das e2-Allel ein Risikofaktor fiir die Manifestation einer Hirnblutung
(Roses 1996). Beispielsweise beginnt die Erkrankung bei Homozygotie fiir das e4-Allel
im Mittel vor dem siebzigsten Lebensjahr, bei Heterozygotie fiir das e2-Allel hingegen
erst jenseits des neunzigsten Lebensjahres (Corder et al. 1994; Roses 1996). Zusitzlich
ist Homozygotie fiir das e4-Allel neben einem frithen Krankheitsbeginn mit einem
signifikanten Anstieg seniler Plaques korreliert (Rebeck et al. 1993, Schmechel et al.
1993).

Pathogenetisch fordern die verschiedenen Isoformen von ApoE, hier insbesondere der
e4-Genotyp in zellfreien in vitro Experimenten die Ausbildung Alzheimerscher
Fibrillen (Ma et al. 1994; Castano et al. 1995) und sind in senilen Plaques und
vaskuldren AB Ablagerungen nachweisbar (Wisniewski et al. 1993; Greenberg et al.
1995; Treves et al. 1996; Nicoll et al. 1997).

Weitere Untersuchungen demonstrieren einen direkten Zusammenhang zwischen ApoE
und APP (Haass et al. 1997; Barger et al. 1997) und bestitigen eine ApoE
Akkumulation in AB Ablagerungen auch in transgenen Maiusen (Igeta et al. 1997).
Werden humanes APP iiberexprimierende transgene Maiuse, die eine zerebrale AB-
Pathologie entwickeln, mit transgenen Maiusen gekreuzt, denen das ApoE-Gen
ausgeschaltet wurde, werden hierdurch die zerebralen A Ablagerungen stark reduziert
(Bales et al. 1997), wobei auch hier die enge Verkniipfung zwischen A3, APP und
Apolipoprotein E deutlich wird.

Die Liquordiagnostik von ApoE und AR verdeutlicht, dafl Patienten mit AD signifikant
niedrigere ApoE-Spiegel aufweisen (Pirttila et al. 1996; Skoog et al. 1997; Hahne et al.
1997), wobei noch offen bleibt, ob hier ein ursichlicher Zusammenhang besteht oder es

sich nur um ein Epiphdnomen eines fortgeschrittenen Krankheitsbildes handelt.



All diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung von ApoE als Risikofaktor fiir die
FAD und die enge Assoziation zu Af3. Zusammenfassend betrachtet konnte ApoE in den
kommenden Jahren ein wichtiger Bestandteil in der Fritherkennung von Risikopatienten
werden.

Molekulargenetische Untersuchungen der letzten Jahre haben somit vier verschiedene
Gene identifizieren kdnnen, die in direktem Zusammenhang mit der AD stehen. Defekte
der drei Gene, die auf Chromosom 1, 14 und 21 lokalisiert sind, fithren zu einem frithen
Beginn der Familidren Alzheimer Demenz (FAD), wihrend der e4-Genotyp von ApoE
(Chromosom 19) einen Risikofaktor darstellt (Tanzi et al. 1996).

Insgesamt zeigt sich bei allen bisher bekannten genetischen Ursachen der AD eine enge
Assoziation zu AB, dessen zerebrovaskuldre und intrazerebrale Ablagerung als
gemeinsame pathogenetische Endstrecke einer durch verschiedene Faktoren auslosbaren

Erkrankung interpretiert werden kann.

2.4 Neurotoxizitit von Al

AB verhdlt sich gegeniiber in Kultur gehaltenen Nervenzellen toxisch und verursacht
deren Absterben. Dabei aktivieren und sekretieren Gliazellen Zytokine, die wiederum
die Expression und Sekretion von APP hochregulieren; dies fiihrt zu erh6hten AB
Spiegeln mit konsekutiver AR Ablagerung und Nervenzelltod (Maury 1995, Jen et al.
1998). Diese Hypothese erklirt die durch massiven Zelltod begiinstigte progrediente
Hirnleistungsstérung. Die molekularen Mechanismen sind jedoch unklar.

Weitere Untersuchungen zeigen die Fihigkeit von AB, endosomale und plasmatische
Membranen zu desintegrieren (McLaurin und Chakrabartty 1996, 1997) und somit
direkt toxisch auf Neuronen zu wirken. Andere Daten verweisen auf den EinfluB3 von
Transglutaminase, einem Katalysator, der auf intermolekularer Ebene mit A Oligomer-
Komplexe bildet und somit neurotoxisch wirkt (Ikura et al. 1997). Glutaminase
beeinflult daher nicht nur die neuronale Degeneration, sondern auch die Formation

seniler Plaques.



2.5 Cerebrale Amyloid Angiopathie

Die Cerebrale Amyloid Angiopathie tritt sowohl isoliert als hdufigste Ursache einer
zerebralen Marklagerblutung im Alter auf (Yamada et al. 1993; Itoh et al. 1993), als
auch als neuropathologisches Charakteristikum der AD (Glenner et al. 1981; Joachim et
al. 1988; Olichney et al. 1995). Sie wird dadurch verursacht, dal3 sich AR in unldslicher,
fibrillarer Form im Zusammenspiel mit weiteren, noch néher zu definierenden Faktoren
in den Wiénden kortikaler und leptomeningealer Arteriolen (Abb. 4) ablagert
(Wisniewski et al. 1992; Shinkai et al. 1995, 1997; Hamano et al. 1997). Diese
Ablagerungen fithren zu einer fibrinoiden Nekrose der Gefialwand mit konsekutiver
Ausbildung von Mikroaneurysmen, so daB3 es zur Ruptur und Blutung aus diesen
GefaBBen kommen kann (Vonsattel et al. 1991). Die parenchymatdsen und vaskuldren
AB Ablagerungen konnen parallel verlaufen (Uchida et al. 1993). Daher gelten die
kleinen kortikalen und leptomeningealen GefaBe als gutes Modell fiir das biologische
Verstindnis von AR Aggregationen, und dienen dem Studium der Pathogenese der AD.

Offen bleibt jedoch, warum die CAA auf kortikale und leptomeningeale Gefille
begrenzt ist. Eine Mdglichkeit besteht darin, dal3 sich systemisch zirkulierendes A3 erst
nach Permeabilitdtsstorungen der Blut-Hirn-Schranke sowohl zerebrovaskulér als auch
parenchymal ablagert (Zlokovic et al. 1993). Weiterhin ist denkbar, da3 dem von glatten
Muskelzellen der GefiBwand in situ produzierten AR (Tagliavini et al. 1990;
Wisniewski et al. 1994, 1995; Wegiel et al. 1995; Frackowiak et al. 1995) in
Verbindung mit in Liquor cerebrospinalis enthaltenen Faktoren eine zentrale Bedeutung
zukdme. In dieselbe Richtung zielen Beobachtungen, die Mikroglia und perivaskulére
Zellen als Entstehungsort der AB Fibrillen postulieren (Wisniewski et al. 1992). Das
von glatten Muskelzellen sezernierte 16sliche AB (Frackowiak et al. 1995) soll in der
Umgebung der Basalmembran zu fibrillirem AB umgewandelt werden (Wisniewski und
Wegiel 1994; Wisniewski et al. 1995). Andererseits kommt AR auch in relativ hoher
Konzentration im Liquor cerebrospinalis und Extrazelluldirraum geldst vor (Vigo-
Pelfrey et al. 1993; Pirttila et al. 1996), und konnte an Oberflichenmolekiile der glatten

Muskelzellen binden.

Zusammenfassend handelt es sich bei der CAA um einen altersassoziierten Prozel3, der

erstens hédufig mit der AD einhergeht, zweitens den senilen Plaques der AD



vergleichbare histochemische Eigenschaften aufweist und drittens durch Ablagerung

von AR die Tunica media und adventitia kleiner kortikaler und pialer Gefal3e zerstort.

Abb. 4:  Leptomeningeale Gefale mit griin-rot-doppelbrechenden AB Ablagerungen.
Polarisiertes Licht nach Kongo-Rot-Féarbung (30fache VergroBerung)

3. Zielsetzung der eigenen Untersuchungen

Der Cerebralen Amyloid Angiopathie kommt nach den Forschungsergebnissen der
letzten Jahre eine bedeutende Rolle als Modell fiir das biologische Verstindnis der AD
zu (Maury 1995; Hamano et al. 1997). Eine Kliarung pathogenetischer Zusammenhinge
mit Hilfe geeigneter Tiermodelle oder Zellkulturen ist daher notwendig.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung leptomeningealer Organkulturen als
experimentelles Modell fiir die CAA. Es sollte untersucht werden, ob derartige Kulturen
lebensfdhig sind und Molekiile synthetisieren, die mit der Pathogenese der AD in
Zusammenhang stehen. Weiterhin sollte durch Inkubation dieser Kulturen mit in

Medium oder Liquor cerebrospinalis gelosten A3 Peptiden {iberpriift werden, ob



leptomeningeale Gefdlle und leptomeningeales Gewebe in toto AB in vitro aufnehmen.
Dabei ist es auBerordentlich wichtig, da3 das gewihlte Tiermodell der menschlichen
Pathologie nahe kommt. So entwickeln Hunde im Alter zerebrovaskuldre Pathologien
im Sinne einer CAA (Giaccone et al. 1990; Ishihara et al. 1991; Shimada et al. 1992;
Uchida et al. 1993), weiterhin sind die Leptomeningen des Hundes speziell im Hinblick
auf die hohe Anzahl kleiner Arteriolen, die als typischer Ausbildungsort der CAA
gelten, den menschlichen Hirnhduten sehr dhnlich. Entscheidend ist jedoch, daB3 die
Aminosdurensequenz von A bei Mensch und Hund identisch ist (Johnstone et al.
1990),s0 daB3 das Hundemodell als erste Wahl gilt (Cummings et al. 1993, 1996).

Dieser Versuchsaufbau simuliert die Topographie des Subarachnoidalraums, in dem
leptomeningeales Gewebe und darin enthaltene Gefille von AB enthaltendem Liquor
cerebrospinalis umspiilt werden und bietet somit eine Moglichkeit, die zur
zerebrovaskuldren A Ablagerung beitragenden Faktoren zu analysieren und hieraus
Hypothesen zur Entstehung der CAA und zur Rolle leptomeningealer Gefafe fiir die

Pathogenese der AD zu formulieren.



B Material und Methoden

4. Material

4.1 Organkulturen

Die Versuchshirne konnten sowohl von der Tierversuchsanstalt der

Heinrich-Heine-Universitat

Diisseldorf als auch von der Abteilung fiir Pharmakologie und Toxikologie der Bayer AG

(Forschungszentrum Wuppertal) bezogen werden. Die Versuchstiere (Rasse: Beagle) wurden in beiden

Instituten fiir kardiovaskuldre Experimente bendtigt, so dal eigene Versuchstiere nicht erforderlich

waren. Insgesamt wurden die Gehirne von 80 Hunden im Alter zwischen 12 und 15 Monaten prapariert.

4.2 Arbeitsmaterialien

4.2.1 Gerite und Gefille

Brutschrank

Spectrophotometer

Zentrifuge

Knochensége
Mikrotiterplatten

Gewebekulturplatten

Petrischalen

Sterilfilter

4.2.2  Medien und Reagenzien

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM)
DMEM mit 5ml/l Ciprofloxacin

Typ BB 6220, Heraus, Hanau
Typ EAR 400 AT, SLT
Salzburg, Osterreich
p-Centrifuge, Biometra,
Gottingen
Oszillant, Aesculap, Tuttlingen
Nunc-Immunoplate, MaxiSorpTM,
Intermed, Wiesbaden-Biebrich
Multiwell TM, Falcon, Heidelberg
Qualitat TC 85mm, Greiner,
Frickenhausen

Minisart N, Porengrofle 0,2 um, Sartorius,

Gottingen

Gibco, Eggenstein



DMEM mit 20 % Fetales Kdlber Serum (FCS)
4 ug/mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 ug/ml Streptomycin

Minimal Essential Medium (MEM)), Gibco
ohne L-Methionin
Smooth Muscle Cell Basal Medium (SmBM) Clonetics, Taufkirchen

mit  Epidermal Growth Factor (0,5ng/ml)
Human Fibroblast Growth Faktor-B (2ng/ml)
Insuline, Bovine (S5pg/ml)

Transportmedium: Amphotericin B (2,5ug/ml)
Oxacillin (100mg/1)
Tobramycin (4mg/ml)
Ciprofloxacin (5ml/I)
Ceftazidin (2ml/l)
ad 11 Periplasmal

( 358) Methionin Hartmann,
Braunschweig
Biotiniliertes AB-Peptid (1-40), Prof. Frank
Biotiniliertes AB-Peptid (1-42) Zentrum Molekulare

Biologie, Universitit

Heidelberg (ZMBH),

Heidelberg
(Verdiinnung jeweils 1:100)
Monoklonaler Antikorper, gegen Dako,
glattes Muskelzell-Aktin, Klon 1A4 Hamburg

Monoklonaler Mausantikorper, Boehringer



gegen APP, Klon 22C11
(Verdiinnung jeweils 1:100)

Polyklonales Kaninchen-Antiserum,

gegen synthetisches AB-Peptid (1-43)

Polyklonales Kaninchen-Antiserum,

gegen gesamt-APP

Monoklonaler Antikorper, Klon 4G8
(Verdiinnung 1:100)
Streptavidin-Alkalische Phosphatase

Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex

3,3 diaminobenzidintetrahydrochlorid
(DAB)

4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz
(PnPP)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Diethanolamin (DEA)

Fluoreszein Diacetat (FDA)
Kaliumzyanid (KCN)
Protein A Sepharose

Haematoxylin-Eosin
Masson Trichrom
Thioflavin S
Hydrogenperoxid (H202)
Tween 20

Nonidet P-40

Triton X-100

Mannheim,

Mannheim

Prof. Beyreuther,

ZMBH,

Heidelberg

Prof. Beyreuther,

ZMBH,
Heidelberg

Senetek, USA

Amersham, Freiburg

Vector, Griinberg

Sigma-Aldrich,
Deisenhofen
Merck,
Darmstadt
Sigma-Aldrich
Riedel de Haen,

Seelze
Sigma-Aldrich
Merck

Pharmacia, Freiburg

Merck

Merck

Merck

Merck

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



Neuroblastomzellen (SY5Y) Dr. Weidemann,
ZMBH, Heidelberg

4.2.3 Puffer und Losungen

PBS-Puffer: 8g NaCl

0,2g KC1

1,15g NapHPO4

0,2g KH2PO4

ad 11 aqua bidest (pH 7,55)
STEN-Puffer: 50mM Tris-HCL

150mM NaCl

2mM EDTA

Laemmli-Puffer: 1,875M Tris HCL, pH 8,8
H>0O
Acrylamid
10% SDS

10% Ammoniumpersulfat

PBS mit 0,1% Tween 20 (pH 7,55)
PBSA 3%: PBS mit 3% Bovinem Serum Albumin
Farbreaktion (ELISA): 10mg PnPP ad
10ml DEA (10mM) mit MgCl2 (0,5mM)

IM KCN: 1,6g KCN ad 25ml aqua bidest
FDA: 2ul ad 200nl DMEM
8% SDS-PAGE: 30% Acrylamidmix
10% SDS
10% Ammoniumpersulfat

1,5M Tris (pH 8,8)



TEMED ( tetramethylethylendiamin)
H>0O
5. Methoden

5.1  Gewinnung der Gehirne

Die Entnahme des Gehirns beginnt fiinf Minuten post mortem. Zunichst wird das
Ségeblatt der Knochensége in Ethanol eingelegt und der Kopf des Hundes mit Ethanol
gesplilt. Darauthin wird die Kopthaut mit einem Skalpell in der Mittellinie gespalten,
die Schwarten zur Seite geklappt und mit Klemmen befestigt. Mit einem Skalpell
werden die beidseits gelegenen Muskelpakete so weit entfernt, dal die Kalotte zum
Vorschein kommt. Nun wird der Kopf ein weiteres Mal mit Ethanol gespiilt. Nach
Handschuhwechsel wird der Kopf in ein steriles Abdecktuch gewickelt in welches mit
der sterilen Schere eine Offnung hineingeschnitten wird, so daB die Kalotte mit der
Knochensédge bearbeitet werden kann. Der Knochen wird horizontal durchtrennt und
kann in der Folge samt groen Anteilen der Dura mater abgehoben werden, so dal3 das
Gehirn zum Vorschein kommt. Wéhrendessen wird wiederholt mit PBS gespiilt.

Die verbliebene Dura mater wird vorsichtig abprépariert um eine Verletzung der
Leptomeningen zu vermeiden. Nun wird das Gehirn angehoben, um es am Hirnstamm
und am Chiasma opticum mittels eines Skalpells abzutrennen. Nach einem weiteren
Spiilgang mit PBS wird das Gehirn in die Transportlosung verbracht, und in einer mit
Trockeneis gefiillten Styroporbox in das Labor transportiert. Vom Zeitpunkt der
Entnahme bis zum Beginn der Pridparation der Leptomeningen vergehen im Mittel

dreiflig Minuten.

52 Priparation der Leptomeningen

Unter der sterilen Werkbank wird das Gehirn aus dem Transportmedium in eine sterile
Petrischale iiberfiihrt und sagittal durchtrennt. Eine Hemisphére verbleibt in der Schale
wiahrend die zweite zuriick in das Transportmedium auf Eis gelangt, um die
Leptomeningen vor Austrocknung zu bewahren. Nun wird die Hirnhaut mit der Pinzette
an einer sulkusnahen Stelle angehoben und mit einer zweiten Pinzette abprapariert. Ziel
ist es, die weichen Hirnhdute moglichst atraumatisch und zusammenhidngend vom

Parenchym abzutrennen. Wahrend der Priparation wird das Gehirn kontinuierlich mit



DMEM gespiilt; desgleichen werden die Pinzetten zwischendurch in Ethanol gespiilt.
Die abpriparierten Leptomeningen werden in einer Petrischale mit DMEM gewaschen

und in ein weiteres steriles Medium (DMEM mit 5ml/l Ciprofloxacin) iiberfiihrt.

53 Zellkultur

Die Petrischale, in der die weichen Hirnhdute schwimmen, wird tber Nacht im

Brutschrank bei 37°C (wasserdampfgesittigte Atmosphire, 95% Luft, 5% CO2)

inkubiert. Am folgenden Tag werden die Leptomeningen in frisches Medium tiberfiihrt
(DMEM mit 100pg/ml Streptomycin, 100U/1 Penicillin). Die Kulturen bleiben tiber 4-8

Wochen mit erhaltener Viabilitét in diesen Gewebekulturplatten.

54 Immunbhistologie

Fiir immunhistologische Untersuchungen werden unmittelbar nach der Préparation der
Leptomeningen Gewebsproben entnommen. Dies wird jeweils im Abstand von einer
Woche wiederholt. Das Gewebe wird in 4% gepuffertem Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet. Paraffinschnitte (§um) werden mit Haematoxylin-Eosin, Masson-
trichrom und Thioflavin S gefdrbt. Fiir immunhistochemische Untersuchungen erfolgt
die Inaktivierung der endogenen Peroxidase am entparaffinierten Schnitt (Xylol,
absteigende Konzentrationsreihe) in Methanol mit 1% Hydrogenperoxid. Im folgenden
Schritt wird mit PBS gewaschen und iiber Nacht mit monoklonalen Antikérpern gegen
glattes Muskelzell-Aktin und gegen APP, weiterhin mit polyklonalem Kaninchen-
Antiserum gegen synthetisches AB(2-43) inkubiert.

Nach einem folgenden Waschschritt werden die Schnitte mit biotinilierten Anti-Maus-
oder Anti-Kaninchen-Antikorpern 1h inkubiert. Nach dem anschlieBenden Waschgang
erfolgt die Bindung mit Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex in 45min. Die Schnitte
werden in 0.05%iger DAB-Losung entwickelt und mit Haematoxylin gegengefarbt. Als
Negativkontrolle dient die Auslassung des monoklonalen Primdrantikorpers oder dessen

Ersatz durch normales Kaninchenserum im Falle der polyklonalen Primdrantikorper.



5.5  Biosynthetische Markierung und Immunprézipitation von APP

Eine Woche in Kultur gehaltene Gewebeproben (ca. 1 cm?2 groBe Membranen) werden

3h in methioninfreiem MEM, unter Zusatz von radioaktivem Methionin (150 pCi (39S)
inkubiert. Nach Entfernung des Mediums wird das Gewebestliick zweifach in PBS
gewaschen und in 200ul STEN Puffer, mit 2mM PMSF, 2% Nonidet P-40 und 2%
Triton X-100 versetzt, homogenisiert. Nach 10min auf Eis werden die Gewebestiicke
bei 10000g Smin zentrifugiert, der Uberstand fiir weitere Analysen bei -20°C gelagert.
Fiir die Immunprézipitation erfolgt eine Verdiinnung der Probe im Verhéltnis von 1:5 in
STEN Puffer; darauthin wird mit 7ul eines polyklonalen Kaninchen-Antiserums gegen
Gesamt APP 2h bei Raumtemperatur unter konstantem Schiitteln inkubiert. Als nichstes
werden 10ul (1,5mg) Protein A-Sepharose flir 1h hinzugefiigt. Die unloslichen
Komplexe werden dreifach gewaschen und in 50ul 2x Laemmli Puffer gegeben, dann
fiir jeweils 5Smin erhitzt und bei 10000g zentrifugiert. 20pg Gesamtprotein jeder Probe

werden auf einem 8% SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Als Positivkontrolle

fungieren Neuroblastomzellen (SY5Y, 3x105 Zellen), die endogen APP mit definierten
Isoformen exprimieren (Ross et al. 1983, Weidemann et al. 1989). Diese werden
parallel nach dem oben beschriebenen Protokoll prozessiert. Nach der Elektrophorese
erfolgt die Fixierung und Trocknung des Polyacrylamidgels und am folgenden Tag wird

das Gel mit einem Fuji Bas1000 Phosphoimaging-System analysiert.
5.6  Inkubation der Organkulturen mit A3

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe fiir Biopolymere des Zentrums fiir
Molekulare Biologie der Universitdt Heidelberg (Prof. Frank) wurden folgende Peptide
hergestellt: AB(1-40) und AB(1-42) (Aminosduresquenz von AB(1-42) nach dem
internationalen Ein-Buchstabencode: DAEFR HDSGY EVHHQ KLVFF AQDVG
SNKGA IIGLM VGGVV-IA). Die Peptide wurden nach Standardprotokollen auf einem
Applied Biosystems Peptid-Synthesizer hergestellt und noch wéhrend der Synthese mit
aktiviertem Fluoreszein (5-und-6)-carboxyfluoresceinsuccinimidylesther) oder durch
PyBOP(Benztriazolyloxy-tris(pyrr-olidino)-phosphoniumhexafluorophosphate)-

aktiviertem Biotin gekoppelt. In dieser Weise wurde nur das N-terminale Aspartat mit



einem Markermolekiil gekoppelt, so daB die Konformation der Peptide und
insbesondere der fiir die Aggregation kritische C-terminale Teil der AR Peptide
moglichst  wenig beeinfluft wurde. Die Peptide wurden anschlieBend
mittels Hochdruck-Chromatographie (HPLC) aufgereinigt und durch
Darstellung eines dem Molekulargewicht nach Konjugierung entsprechenden Peaks in
der Massenspektroskopie charakterisiert. Alle Peptide wurden nach ihrer Synthese
zundchst lyophilisiert und bei -70° C gelagert. Vor ihrem Einsatz wurden alle
Peptide eingewogen und aliquotiert in einer 100 mM Stammldsung in
Wasser nochmals eingefroren. Die endgiiltigen Gebrauchslosungen
wurden aus dieser Stammlosung hergestellt.

Zuerst wird eine geringe Menge des B-AB Aliquots von -20°C auf Zimmertemperatur
erwiarmt und zentrifugiert. Darauthin wird B-AB unter sterilen Bedingungen in einer
Konzentration von 1uM mit SmBM gemischt. Pro Vertiefung (,,well*) werden 600ul
der Losung angesetzt. In den Kontrollwells befinden sich jeweils 600ul von SmBM mit
und ohne B-AB zur Quantifizierung des Hintergrundsignals.

Das gleiche Verfahren und Mischungsverhéltnis gilt fiir den Zusatz von B-AB zu Liquor
cerebrospinalis. Dieser wird von -20°C auf Zimmertemperatur erwédrmt und durch ein
steriles Filter gepreft. Es werden sowohl B-AB(1-40) als auch B-AB(1-42) jeweils mit
SmBM als auch mit Liquor cerebrospinalis gemischt. Die Ldsungen werden
zentrifugiert und dann weiterhin unter sterilen Bedingungen in die wells der
Versuchsplatten pipettiert.

Organkulturen von Leptomeningen werden mit biotiniliertem AB versetzt, das geldst in
SmBM vorliegt. In festgelegten zeitlichen Intervallen werden Proben entnommen und
tiefgefroren. Im anschlieBenden direkten ELISA Test (enzyme-linked immunosorbent
assay) wird die Konzentration des jeweils noch im Kulturmedium enthaltenen AR
bestimmt, um eine mogliche Konzentrationsidnderung iiber die Zeit dokumentieren zu
konnen. Als Kontrollen dienen zum einen inaktivierte Leptomeningen, zum anderen mit
AB  versetztes Kulturmedium ohne Leptomeningen zur Quantifizierung des
Hintergrundsignals. Die Versuche werden insofern variiert als nicht nur das pathogenere
und unldslichere AB(1-42) dem gut 16slichen AB(1-40) gegeniibergestellt wird, sondern
auch Kulturmedium mit Liquor cerebrospinalis verglichen wird. Der Liquor wurde fiir
die Experimente aus Liquorproben, welche einen Normalbefund gezeigt hatten, gepoolt.
Desweiteren wird nicht nur die weiche Hirnhaut in toto betrachtet, sondern auch aus ihr

priparierte GefdB3e. Dies dient der Spezifizierung moglicher Konzentrationsanderungen.



5.6.1 Analyse des Versuchsgewebes

Vor Versuchsbeginn wird durch eine Viabilititstestung ermittelt, ob die weichen
Hirnhdute aktiv am Stoffaustausch teilnehmen oder beispielsweise durch unsteriles
Arbeiten infiziert worden sind. Dazu wird unter sterilen Bedingungen ein ca. 0.5x
0.5cm grofles Stiick abgetrennt und in 200ul DMEM versetzt mit 2ul Fluoreszein
Diacetat (FDA) zehn Minuten bei 37°C inkubiert. Darauthin wird das Gewebestiick
kurz in PBS gewaschen und auf einem Objekttriger ausgebreitet. Nach Zugabe eines
Tropfens PBS und Abdecken durch ein Deckglas folgt die Analyse unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Abb. 5). Emittiert der GroBteil des Gewebes kriftig griines
Licht, so wird die Hirnhaut als aktiv eingestuft. Im nichsten Schritt werden mdoglichst
gleich groBe Stiicke aus den Leptomeningen herausprdpariert. Ein Teil dient als
Negativkontrolle und wird inaktiviert. Dazu wird eine 1M L&sung von Kaliumzyanid
(KCN) hergestellt, in der sich die Gewebestiicke 4.5h befinden. Der Grofteil der
Leptomeningen wird in frisches Medium iiberfiihrt.

In Variation des Versuchsaufbaus sind nur die GefiBe der weichen Hirnhaut
Gegenstand der Betrachtung. Zu diesem Zweck werden leptomeningeale Gefa3e unter
sterilen Bedingungen prépariert und in gleich gro3e Stiicke unterteilt (ca. 0.5 cm2). Ein
Teil dieser GefaBle wird wie oben beschrieben mit KCN inaktiviert, der iiberwiegende
Anteil gelangt in frisches Medium.

Nach Ablauf von 4.5h werden jeweils ein GefaB3- und ein Gewebestiick aus der aktiven
und der inaktivierten Gruppe dem oben beschriebenen Viabilititstest unterzogen. Als
inaktiviert gilt ein Gewebe dann, wenn nur von einem Bruchteil kréftig griines Licht

emittiert wird.



Abb. 5: Viabilitdtstestung leptomeningealer Gefifle mit Fluoreszein Diacetat
(FDA), 20fache VergroBerung

Abb. 6: Paraffinschnitt leptomeningealer Organkulturen nach 4 Wochen in
Kultur. Immunfixierung fiir muskelspezifisches Aktin, 60fache

VergroBerung



5.6.2 Ablauf der Experimente

Sobald aufgrund der Viabilititstestung eine eindeutige Unterscheidung zwischen
aktiven und inaktivierten Leptomeningen bzw. GefdBlen getroffen ist, werden die
Gewebestiicke mittels Pinzette in die mit Medium oder Liquor cerebrospinalis gefiillten
wells iiberfiihrt. Vor Versuchsbeginn liegt somit folgende Situation vor:

Mehrere gleichgroBe Gewebsstlicke von Leptomeningen und Gefdlen befinden sich in
jeweils 600pul einer 1uM Amyloidlosung, wobei das Peptid sowohl in SmBM, als auch
in Liquor cerebrospinalis gelost vorliegt. Als Negativkontrolle fungieren inaktivierte
Hirnhdute und Gefille, die sich ebenfalls in 600ul der IuM Amyloidldsung befinden.
Weitere Kontrollen bestehen aus SmBM und Liquor cerebrospinalis jeweils ohne B-AB,
und SmBM und Liquor cerebrospinalis jeweils mit B-ARB. In diesen wells befindet sich
kein Gewebe, denn diese Kontrollen dienen der Quantifizierung des Hintergrundsignals.
Durch dessen Auswertung kann die Frage beantwortet werden, ob SmBM bzw. Liquor
cerebrospinalis mit und ohne Zusatz von B-AB per se eine relevante Verdnderung tliber

die Zeit zeigen.

Zur Dokumentation einer moglichen Konzentrationsinderung werden zu den
Zeitpunkten Oh, 6h, 24h, 48h, 72h Proben entnommen, die bis zur Quantifizierung
mittels direktem ELISA bei -20°C tiefgefroren werden.

Um zu Versuchsbeginn Referenzwerte zu gewinnen, werden sowohl aus den wells ohne
B-AB Zusatz (SmBM und Liquor cerebrospinalis) als auch aus den wells mit B-Af
Zusatz (SmBM und Liquor cerebrospinalis) jeweils 100ul aspiriert und bei -20°C
tiefgefroren. Ebenso werden die Gewebe enthaltenden wells behandelt, jedoch gentigt
die Asservierung von fiinf Referenzwerten. Im Anschlull werden Gewebekulturplatten

im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Nach 6h werden aus jedem well wiederum 100ul aspiriert, in ein tube gefiillt und

tiefgefroren. Dasselbe Vorgehen wiederholt sich zum Zeitpunkt 24h und 48h .

Bei Beendigung der Versuche nach 72h werden nochmals 100ul pro well asserviert und

tiefgefroren. Zuvor werden jedoch alle Leptomeningen und GefdBe einer letzten



Viabilitdtskontrolle unterzogen, um eine Aussage zum Status aktiv/inaktiv treffen zu

konnen. Zum Schlul werden alle Gewebestiicke tiefgefroren.

5.7 Quantifizierung von A mittels ,,Sandwich*- ELISA

Der "enzyme-linked immunosorbent assay" ist hinsichtlich seiner Zuverlédssigkeit,
Schnelligkeit und Sensitivitét ein weit verbreitetes Testverfahren fiir die Quantifizierung
von Antigenen und Antikérpern. Der hier angewandte Test gehdrt zu den nicht
kompetitiven Verfahren, bei dem zwei Antikorper das Antigen umschlieen
(,,sandwich®“-Prinzip). Der zweite AntikOrper ist mit einem Indikatorenzym versehen,
welches eine Farbreaktion katalysiert. Diese Farbreaktion kann im Spectrophotometer
gelesen und numerisch umgesetzt werden. Die Konzentration des Antigens kann anhand
der parallel bestimmten Standardkurve abgelesen werden.

Folgender Aufbau wurde gewihlt:

e Der primére Antikorper (4G8, monovalent) wird im Verhiltnis von 1:1500 mit PBS
verdiinnt, zentrifugiert und iliber Nacht bei 4°C inkubiert. Pro well werden 50ul
angesetzt. Tags darauf wird die Mikrotiterplatte zweifach mit PBS/0,1% Tween 20
gewaschen, nachdem bereits die 50ul pro well aspiriert wurden. Danach wird die

Mikrotiterplatte ausgeklopft.

e Nun werden pro well 200ul von PBSA 3% hinzugefiigt, und die Mikrotiterplatte
wird 3h bei 37°C inkubiert. Hierdurch wird die unspezifische Bindung von
Proteinen an den primdren Antikorper verhindert. Danach werden 200ul pro well

aspiriert und die Mikrotiterplatte wie oben beschrieben gewaschen und ausgeklopft.

e Im nidchsten Schritt werden die aufgetauten B-AB Losungen (SmBM, Liquor
cerebrospinalis, B-AB((1-40), B-AB(1-42)) zugegeben. Die zu verschiedenen
Zeitpunkten gewonnenen Proben werden in einer zeitlichen Reihenfolge angeordnet
(Oh-72h). Weitere 3h Inkubation bei 37°C folgen. Dann wird aspiriert, gewaschen
und ausgeklopft.



e Im AnschluB wird der als sekundirer Antikorper eingesetzte Streptavidin-
Alkalische- Phosphatase- Komplex im Verhiltnis von 1:1500 mit PBS verdiinnt und
zentrifugiert. In jedes well werden 50ul pipettiert. Das Streptavidin verbindet sich
mit dem biotinilierten Anteil des AB Peptids, wihrend die Alkalische Phosphatase
die folgende Farbreaktion katalysiert. Nach 2h Inkubation bei Raumtemperatur wird

aspiriert, gewaschen und ausgeklopft.

e Im letzten Schritt werden jedem well 100ul des Farbindikators hinzugefiigt und die
Mikrotiterplatte wird 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschlu3 wird im

Spectrophotometer die Absorption bei 405nm gelesen.

Die beschriebenen Schritte sind analog auch fiir die Standardkurve durchzufiihren. Die
Konzentration reicht von 10uM bis 10nM bzw. OM B-AB. Die Antigenkonzentration

der Proben kann nun anhand der Standardkurve bestimmt werden.



C. Ergebnisse

6. GefdBviabilitat

6.1  Viabilitdt und histologische Verdnderung der Organkulturen

Uber einen Zeitraum von vier Wochen konnte die Viabilitit der leptomeningealen
GefdBen mittels Fluoreszein-Diacetat durch Emission eines kriftigen positiven Signals
nachgewiesen werden. Der Grofiteil der Gefille zeigte sich iliber den gesamten
Querschnitt am Austausch beteiligt, wenn auch vereinzelte Abschnitte kein Signal
emittierten und somit nekrotische Zonen erkennbar waren. Ab der fiinften Woche zeigte
sich eine progressive Abnahme der Lichtemission als Ausdruck voranschreitenden
Zelltodes. Dennoch konnten nach acht Wochen Kulturdauer groBere Abschnitte von
aktiv am Austausch beteiligten Gefa3en nachgewiesen werden.

Wurden die weichen Hirnhdute in Liquor cerebrospinalis kultiviert, so zeigte der
GroBteil der GefaB3e bis zu drei Wochen ein positives Viabilitdtssignal, wobei auch hier
vereinzelt nekrotische Abschnitte erkennbar waren.

Die histologische Untersuchung der Organkulturen zeigte in der Haematoxylin-Eosin
und Masson-Trichrom Féarbung zahlreiche Arterien kleiner und mittlerer Grof3e, die dem
von der CAA vorwiegend betroffenen Gefal3typ entsprechen. Die GefdBwandarchitektur
stellte sich morphologisch gut erhalten dar. Nach zweiwochiger Kulturdauer war eine
diskrete Verdickung der leptomeningealen Membranen zu beobachten, die nach vier
Wochen in eine ausgeprigt fortschreitende Bindegewebsproliferation miindete. Glattes
Muskelzell-Aktin und APP waren dennoch immunhistochemisch nach mehreren
Wochen in Kultur in arterioldren GefaBwanden nachweisbar (Abb. 6). Dies verdeutlicht,

daB die strukturelle Integritdt der GefaBwand gewahrt blieb.

6.2  Immunprizipitation von biosynthetisch markiertem APP

Die der metabolischen Markierung von APP mit (35S) Methionin folgenden
Immunprézipitation-Studien zeigen, daB Organkulturen weicher Hirnhdute vom
juvenilen Hund die F&higkeit behalten, APP zu synthetisieren. Es konnten drei
Proteinbanden zwischen 95 und 115 kDa beobachtet werden, nachdem das

homogenisierte Gewebe immunprézipitiert war. Diese Banden besitzen das gleiche



Molekulargewicht wie diejenigen Banden, die vom Zellysat der als Positivkontrolle
dienenden Neuroblastomzellen hervorgerufen werden. Die untere Bande ist mit der
APP-Bande identisch, die vom Uberstand der Neuroblastomzellen prizipitierte. Dies ist
ein Hinweis darauf, dall diese Bande die sekretierte Form des APP reprisentiert (nicht

gezeigte Daten).

7. Abbau von B-AB(1-40)

7.1 Abbau von B-AB(1-40) in Kulturmedium und Liquor cerebrospinalis

durch Leptomeningen

In jeweils 20 voneinander unabhédngigen Finzelmessungen konnte bei einer
Ausgangskonzentration von 1uM eine Konzentrationsminderung um bis zu 800nM pro
Gewebestlick (gemittelter Wert) iiber 72h in Kulturmedium beobachtet werden.
Kontrollen mit durch KCN inaktivierten Hirnhéduten, die auch mit B-AB(1-40) versetzt
wurden, ergaben eine maximale Abnahme um 190nM (Abb. 7).

Bei Durchfiihrung desselben Versuchs (jeweils 20 voneinander unabhéngige
Einzelmessungen) in humanem Liquor cerebrospinalis zeigte sich bei derselben
Ausgangskonzentration (1pM) eine Konzentrationsminderung um bis zu 790nM
(gemittelter Wert) B-AB(1-40) pro Gewebestiick iiber 72h, wobei hier in den ersten 24
Stunden nach Versuchsbeginn die grofite Konzentrationsabnahme von B-AB(1-40)
beobachtet wurde. Die inaktivierten und mit 1pM B-ARB versetzten Leptomeningen

zeigten iiber denselben Zeitraum eine Konzentrationsreduktion um 220nM (Abb. 8)

7.2 Abbau von B-AB(1-40) in Kulturmedium und Liquor cerebrospinalis

durch isolierte leptomeningeale Gefélle

In jeweils 20 voneinander unabhingigen Einzelmessungen wurde demonstriert, daf3
isolierte Teilstiicke von leptomeningealen Gefdlen bei einer Ausgangskonzentration
von 1uM B-AB(1-40) eine Konzentrationsminderung um 800nM (gemittelter Wert)
tiber 72h in Kulturmedium erzielen. Der {iberwiegende Anteil der
Konzentrationsabnahme wurde in den ersten 24h nach Versuchsbeginn beobachtet. Als
Kontrolle fungierende, ebenfalls mit KCN inaktivierte Gefédlstiicke zeigten eine

Konzentrationsminderung um maximal 200nM (Abb. 9). In Liquor cerebrospinalis
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zeigte sich in wiederum 20 voneinander unabhidngigen Einzelmessungen, daf3
leptomeningeale Gefdlle innerhalb von 72h bei bekannter Ausgangskonzentration eine
Konzentrationsminderung um 700nM (gemittelter Wert) B-AB(1-40) erzielen. Der
iiberwiegende Anteil der Konzentrationsabnahme wurde erneut anfangs beobachtet; die
inaktivierten Kontrollen zeigten eine Konzentrationsreduktion um 220nM B-AR (Abb.

10).

7.3 Kontrollen

Fiir die hier beschriebenen Experimente wurden als weitere Kontrollen Kulturmedium
und Liquor cerebrospinalis jeweils mit 1uM B-AB versetzt und iiber 72h beobachtet, um
ausschlieBen zu konnen, dal in Abwesenheit von leptomeningealem Gewebe eine
spontane Konzentrationreduktion des Peptids stattfindet. Ferner wurde auch
ausgeschlossen, dal Kulturmedium und Liquor cerebrospinalis ohne B-AB Zusatz im
ELISA-Testverfahren ein wesentliches Hintergrundsignal zeigen, da letzteres nur einen

Anteil von weniger als 5% des Gesamtsignals hatte.

8. Abbau von B-AB(1-42)

8.1 Abbau von B-AB(1-42) in Kulturmedium und Liquor cerebrospinalis

durch Leptomeningen

Bei einer Ausgangskonzentration von 1pM B-AfB(1-42) konnte in wiederum 20
voneinander unabhéngigen Einzelmessungen eine Konzentrationsreduktion um 970nM
(gemittelter Wert) iiber 72h in Kulturmedium gezeigt werden, so daB3 hier eine beinahe
vollstindige Aufnahme des stirker pathogenen Peptids durch Leptomeningen gezeigt
werden konnte. In den ersten 24 Stunden wurde wiederum der liberwiegende Anteil der
AB Konzentration reduziert (900nM). Die mit KCN inaktivierten weichen Hirnhdute
zeigten eine Konzentrationsabnahme um maximal 200nM B-AR iiber 72h (Abb. 11).

Derselbe Versuch wurde in 20 voneinander unabhingigen Einzelmessungen in
humanem Liquor cerebrospinalis durchgefiihrt. Es war eine Konzentrationsabnahme um
970nM (gemittelter Wert) pro Gewebestlick zu beobachten, wobei es in den ersten 24h

zu einem Konzentrationsgefille von beinahe 900nM kam. Kontrollversuche mit
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inaktivierten weichen Hirnhduten zeigten eine Konzentrationsreduktion um maximal

50nM B-AB(1-42) (Abb. 12).

8.2 Abbau von B-AB(1-42) in Kulturmedium und Liquor cerebrospinalis

durch isolierte leptomeningeale Gefille

Bei einer Ausgangskonzentration von 1uM B-AB(1-42) konnte in 20 voneinander
unabhingigen Einzelmessungen ein Konzentrationsgefille von bis zu 900nM
(gemittelter Wert) liber 72h in Kulturmedium aufgrund des Einflusses isolierter
leptomeningealer Gefdle demonstriert werden. Inaktivierte GefaBstiicke zeigten eine
Konzentrationsreduktion um 180nM iiber denselben Zeitraum (Abb. 13).

Die Durchfiihrung desselben Versuchs (20 voneinander unabhéngige Einzelmessungen)
in Liquor cerebrospinalis zeigte eine Konzentrationsreduktion des geldst vorliegenden
Peptids um 850nM (gemittelte Werte) iiber 72h. Die mit KCN inaktivierten
Kontrollgefdfie erzielten eine Konzentrationsminderung im Liquor um 100nM (Abb.

14).

8.3 Kontrollen

Die Kontrollversuche sind den unter Punkt 7.3 beschriebenen Kontrollen identisch, und
konnten sowohl einen spontanen Abbau als auch ein signifikantes Hintergrundsignal

des Elisa ausschlieflen.

9. Statistische Analyse der Ergebnisse

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten wurden mittels Varianzanalyse (ANOVA) auf
ihre Signifikanz gepriift. So konnten die folgenden Hypothesen auf ihre statistische
Aussagekraft gepriift werden:

1. Lebendes und inaktiviertes Gewebe unterscheidet sich signifikant in seinem
Abbauverhalten von AB, unabhingig von der Gewebeart (Leptomeningen in toto

versus isolierte Gefdlle) und unabhingig von dem untersuchten Peptid (Peptid I =

AR (1-42) versus Peptid 11 = A (1-40)).
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2. Lebende Leptomeningen in toto bauen AR in groBerem Ausmal} ab als isolierte
lebende Gefille, und dies unabhéngig vom untersuchten Peptid.

3. Peptid I (AB 1-42) wird sowohl von lebenden Leptomeningen als auch von lebenden
GefaBen in einem groBeren Ausmall abgebaut als Peptid II (A3 1-40).

4. Inaktiviertes Gewebe (unabhdngig von der Gewebeform) hat eine nur geringe
Féhigkeit, die verschiedenen Peptide abzubauen, so daBl ein Signifikanzunterschied
sowohl zwischen den Peptidarten als auch zwischen den inaktivierten Gewebearten

idealerweise nicht festzustellen ist.

Ad 1 (vgl. Tabelle I)

Lebende Leptomeningen zeigen sowohl im Vergleich zu inaktivierten Leptomeningen
als auch im Vergleich zu inaktivierten Gefdflen zu jedem Zeitpunkt (6h, 24h, 48h, 72h)
eine mehrfach erhohte Abbaufdhigkeit. Diese besteht unabhingig vom untersuchten
Peptid und ist hochsignifikant (p<0,01).

Lebende Gefdlle zeigen sowohl im Vergleich zu inaktivierten Gefdflen als auch im
Vergleich zu inaktivierten Leptomeningen zu jedem Zeitpunkt (6h, 24h, 48h, 72h) eine
mehrfach erhohte Abbaufdhigkeit. Diese besteht unabhingig vom untersuchten Protein

und ist hochsignifikant (p<0,01).

Demzufolge zeigt sich hier ein hochsignifikanter Unterschied zwischen lebendem und

inaktiviertem Gewebe, unabhingig von Gewebeform und untersuchtem Protein.

Ad 2 (vgl. Tabelle II)

Lebende Leptomeningen bauen sowohl Peptid I als auch zu Peptid II in groBerem
Umfang ab als lebende GefdBe. Dieser Unterschied besteht unabhingig vom
untersuchten Peptid und ist hochsignifikant (p<<0,01).

Ad 3 (vgl. Tabelle III)

Lebende Leptomeningen und lebende Gefdlle bauen Peptid I (AB 1-42) in groBerem
AusmalB ab als Peptid II (AB 1-40). Dieser Unterschied ist fiir lebende Leptomeningen



zu jedem Untersuchungszeitpunkt hochsignifikant (p<0,01), fiir lebende Gefille
signifikant (p<0,05) nachweisbar, so daBl sich hier ein marginaler Unterschied
zugunsten der Abbaufihigkeit von AB von lebenden Leptomeningen im Vergleich zu

lebenden Gefdllen feststellen 146t.

Ad 4 (vgl. Tabelle II und IIT)

Inaktiviertes Gewebe (sowohl Leptomeningen als auch isolierte Gefdal3e) zeigt zu jedem
Untersuchungszeitpunkt eine so geringe Abbaufihigkeit von Peptid I und Peptid II, dal
ein Signifikanzunterschied beziiglich der Peptidarten und beziiglich der Gewebearten

nicht festgestellt werden kann (p>0,05).
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Diskussion

10.  Grundlagen des experimentellen Vorgehens

Der dieser Arbeit zugrunde liegende Ansatz ist die Simulation des zentralen, sowohl der
Pathogenese der Cerebralen Amyloid Angiopathie als auch der Alzheimer Demenz
urséchlichen Prozesses, d.h. der pathologischen Akkumulation von AR in der Wand von
HirngefdBen und im Kortex. Das experimentelle Modell sollte der in vivo Situation
soweit wie moglich gleichen, da proteinbiochemische Vorginge eng mit der
Konformation der beteiligten Proteine zusammenhidngen. Daher wurde mit lebenden
leptomeningealen Strukturen experimentiert, welche die geforderte Pathologie
entwickeln kénnen, um der Frage nachzugehen, ob den weichen Hirnhduten eine
priaventive Bedeutung in der Entwicklung der CAA zukommt.

Der Beantwortung dieser Frage diente die Etablierung von Organkulturen, um anhand
dieses Modellsystems den Einfluf leptomeningealer Strukturen auf den Abbau von Al
zu studieren. Die Wahl kultivierter weicher Hirnhdute junger Hunde als Modellsystem
beruht auf folgenden Uberlegungen: Zunichst ist es von grundlegender Bedeutung, daf
das Tier AB induzierte zerebrovaskulidre Verdnderungen aufweisen kann, die der
Pathogenese in menschlichen Hirnhduten weitgehend identisch sind. Dies setzt
einerseits Ubereinstimmung beziiglich des Aufbaus und der Struktur der weichen
Hirnhdute voraus, andererseits mu3 auch eine vollstindige Identitit beziiglich der
Proteinstruktur und Proteinkonformation gefordert werden, um keinerlei Zweifel an der
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu lassen.

Alle hier genannten Kriterien treffen auf das Hundemodell zu. Erstens entwickeln
Hunde im Alter zerebrovaskulidre Pathologien im Sinne einer CAA (Giaccone et al.
1990; Ishihara et al. 1991; Shimada et al. 1992; Uchida et al. 1993). Zweitens sind die
Leptomeningen des Hundes speziell im Hinblick auf die hohe Anzahl kleiner
Arteriolen, die als typischer Ausbildungsort der CAA gelten, den menschlichen
Hirnhduten sehr &hnlich. Drittens und entscheidend ist jedoch, daB die
Aminosdurensequenz von A bei Mensch und Hund identisch ist (Johnstone et al.
1990). Zusammenfassend betrachtet erscheint deshalb das Hundemodell als erste Wahl
(Cummings et al. 1993, 1996).



10.1  Etablierung der Organkultur und Studien kultivierter Gefal3e

Bislang gab es keine experimentellen Ansdtze, welche die CAA an juvenilen
Leptomeningen vom Hund untersuchten. Voraussetzung fiir alle Untersuchungen ist die
Moglichkeit, leptomeningeales Gewebe iiber einen lidngeren Zeitraum hinweg mit
intakter GefdlBwandstruktur und nur geringen morphologischen Veridnderungen zu
kultivieren. Dies konnte insbesondere durch die erhaltene metabolische Aktivitét,
namentlich aufgrund der de novo Produktion von APP verdeutlicht werden. Nachdem
evident war, dal Organkulturen leptomeningealer Arteriolen prinzipiell moglich sind
(Prior et al. 1996a) und iiber mehrere Wochen eine gute Viabilitdt aufweisen, konnten
die Inkubationsexperimente jeweils an funktionell intakten Kulturen durchgefiihrt
werden.

Experimente mit sowohl in Liquor cerebrospinalis als auch in Kulturmedium geldstem
AB(1-40) und AB(1-42) erlaubten eine differenzierte Aussage beziiglich deren in vitro
Verhalten. Es konnte gezeigt werden, dal weiche Hirnhdute gelost vorkommendes Al
metabolisieren und daher mdglicherweise eine protektive Rolle ausiiben. Dariiber
hinaus konnte eine quantitative Aussage beziiglich der Aufnahme von AB iiber die Zeit
getroffen werden. Dabei war eine vermehrte Clearance des AB-Peptids in
Liquorkulturen unabhéngig vom Gewebe von pathogenerem AB(1-42) zu beobachten.
Aus diesen Versuchen ging weiterhin hervor, da3 in Kultur erst nach mehreren Tagen
die Kapazitit der Hirnhdute, A3 zu metabolisieren, erschopft war

Ferner bietet dieses Modell nicht nur eine konservierte GefaBBarchitektur, sondern es
wird infolge erhaltener metabolischer Aktivitit die Extrazellulirmatrix weiterhin
sezerniert. Dies ist insofern von Bedeutung, als auch der EinfluB extrazelluldrer
Matrixmolekiile wie beispielsweise die Bedeutung der Heparansulfat Proteoglykane,
des Laminins oder von Kollagen Typ 4, allesamt Bestandteile der Basalmembran, fiir
die Ablagerung von AR studiert werden kann (Snow et al. 1994, 1995; Perlmutter et al.
1990, 1994; Fukuchi et al. 1998). Der enge Zusammenhang zwischen dieser Matrix und
der CAA wird schon von Perlmutter et al. (1991, 1994) beschrieben.

Die Moglichkeit, Leptomeningen nicht nur in Kulturmedium, sondern auch in humanem
Liquor cerebrospinalis zu kultivieren, erscheint von besonderer Bedeutung, denn es ist
wahrscheinlich, dafl in Liquor cerebrospinalis spezifische Faktoren enthalten sind, die
einen Beitrag zum Prozel3 der AB Ablagerung leisten, beispielsweise Apolipoprotein E.

Daher ist es notwendig, die Pathogenese der CAA unter diesen definierten Bedingungen



zu studieren, da sie der in vivo Situation entsprechen, in welcher die Leptomeningen im
Subarachnoidalraum von Liquor cerebrospinalis umgeben sind.

Auch in der heute noch umstrittenen Frage der Quelle von vaskuldr deponiertem AR ist
dieses Modell aussagekriftig, denn aufgrund der erhaltenen Gefdfstruktur und der
Auspriagung extrazellulirer Matrix kann untersucht werden, ob AB direkt dem von
glatten Muskelzellen produzierten APP entstammt (Frackowiak et al. 1995; Wisniewski
und Wegiel 1994; Wisniewski et al. 1995), oder ob es aufgrund seines Vorkommens in
Liquor cerebrospinalis (Vigo-Pelfrey et al. 1993; Pirttila et al. 1996) erst sekundir zur
Ablagerung in leptomeningealen Gefdlen kommt. Die Folgerungen hieraus lassen sich

wie folgt zusammenfassen:

e Die Organkultur weicher Hirnhdute vom Hund ist problemlos durchfiihrbar.

o Die Gefie der weichen Hirnhdute als auch die Leptomeningen in toto sind iiber
einen Zeitraum bis zu 8 Wochen viabel und metabolisch aktiv.

e Die Organkultur weicher Hirnhdute in Liquor cerebrospinalis entspricht den
physiologischen Bedingungen, in der leptomeningeale Gefile von mit der
Extrazellularfliissigkeit des Kortex in freier Diffusion stehendem Liquor
cerebrospinalis umgeben sind.

e Dieses Modell ist daher gut geeignet die Pathogenese der CAA zu studieren.

10.2  Unterschiede zwischen AB(1-40) und AB(1-42)

Alle Experimente demonstrieren, dal AB(1-42) in einem gréBeren Umfang sowohl von
Leptomeningen in toto als auch von isolierten Gefdlen dem jeweiligen Medium
entzogen wird als AB(1-40).

Zunichst verdeutlicht die umfangreiche und konstante Aufnahme beider Formen, daf3
Leptomeningen und zerebrovaskuldre Gefdle ein grofes Reservoir fiir AB darstellen,
was auch durch quantitative ELISA-Studien an Leptomeningen von AD-Patienten
gezeigt werden konnte (Hamano et al. 1997). Shinkai et al. (1995, 1997) konnten
zeigen, daB in der loslichen Fraktion der Leptomeningen generell mehr AR
Ablagerungen nachzuweisen sind als in intrakraniellen Gefdal3en, was im Einklang mit

den Ergebnissen dieser Dissertation steht. Dabei ist ein mehrfach hoherer Anteil von



AB(1-42) im Vergleich zu AB(1-40) innerhalb der weichen Hirnhdute zu finden. Diese
Ergebnisse werden von Roher et al. (1993) unterstiitzt, dessen Untersuchungen auch in
unléslichem vaskuliren Amyloid dasselbe Uberwiegen von AB(1-42) gegeniiber AB(1-
40) zeigen. Daraus ergibt sich eine wichtige Rolle fiir AB(1-42) in der initialen
Deposition innerhalb zerebrovaskuldrer GefdBle und der Progression der CAA (Van
Nostrand et al. 1996). Shinkai et al. (1995) stellen weiterhin dar, dal zwischen dem
sechsten und achten Lebensjahrzehnt ein starker Anstieg der A Ablagerungen in den
Leptomeningen zu beobachten ist, der dem immunhistochemischen Nachweis einer
CAA um Jahre vorausgeht. Es scheint also so zu sein, dall Leptomeningen auch in vivo
AB Peptide aufnehmen, bevor es schlieBlich zu unldslichen extrazelluldren
Ablagerungen kommt.

Somit ergibt sich das Bild eines schnellen und fast vollstindigen Abbaus des
unldslicheren und pathogeneren AB(1-42), welches bei der Initiierung der CAA
ursichlich beteiligt ist. Studien von Pirttila et al. (1996) haben eine inverse Korrelation
zwischen zerebrovaskuldren Amyloidablagerungen und A Konzentrationen in Liquor
cerebrospinalis nachweisen konnen. Dies 14t vermuten, daf3 intrathekale A Spiegel bei
der Kongophilen Angiopathie deshalb verringert sind, weil es schon zu

zerebrovaskuldren Ablagerungen gekommen ist.

10.3  Der Einflul} der Zeitachse

Eine weitere Frage stellt sich beziiglich der zeitlichen Aufnahme von ARB. So haben alle
Experimente iibereinstimmend gezeigt, da3 der bei weitem grofite Anteil des Peptids
innerhalb der ersten 24 Stunden abgebaut wird. Dies trifft sowohl fiir die Hirnhaut in
toto als auch fiir isolierte GefdB3e zu. Desweiteren ist dieses Phinomen unabhéngig vom
jeweiligen Peptid zu beobachten.

Als mogliche Erkldrung ist die Tatsache anzufiihren, dal das hier untersuchte Gewebe
noch nicht von der CAA beeintrachtigt ist, und deshalb imstande ist, den Grofteil der
im Vergleich zu physiologischen Verhiltnissen 100fach erhéhten A Konzentration
aufzunehmen. AnschlieBend kdme es zu einer Saturierung des Peptidabbaus, so dal3 das
in immer noch erhohter Konzentration vorliegende AB nur in sehr geringem Mal
weiterhin aufgenommen werden kann. Auch in vivo konnte eine Sittigung der AB
abbauenden Mechanismen an der Ausbildung seniler Plaques und zerebrovaskuldrer A3

Ablagerungen beteiligt sein.



10.4  Kritikpunkte

10.4.1 Verhalten von Kontrollgewebe

Ein wichtiges Kontrollexperiment bestand in der Dokumentation des Verhaltens von
inaktiviertem Gewebe. Idealerweise sollte nur lebendes Gewebe A metabolisieren
konnen, inaktiviertes Gewebe hingegen sollte keinen Anteil am Austausch zeigen. In
gewissen Grenzen zeigte jedoch auch das abgetotete Kontrollgewebe eine Degradation
von Af3, wobei im Extremfall die Ausgangskonzentration um bis zu 22% gesenkt wurde
(vgl. Abb. 8 und Abb. 10). Wahrscheinlich haben hier aus inaktiviertem Gewebe
freigesetzte Proteasen zu einer Degradation von AR gefiihrt. Andererseits ist es moglich,
daBB es zu einer passiven Anlagerung von AB an degenerierende Matrixmolekiile
gekommen ist. Es bleibt festzuhalten, dall es im Mittel zu einer ca. 17%igen Senkung
der Ausgangskonzentration in Anwesenheit von inaktiviertem Gewebe kommt. Diese ist

in der statistische Analyse jedoch nicht signifikant.

10.4.2 Standardisierung der Membran- und Gefaf3grofie

Die Untersuchungen konnen im Hinblick auf die Linge der Gefdfle und Ausdehnung
der weichen Hirnhdute beziiglich des Abbaus von AR keine quantitativen Aussagen
treffen. Die Lange der untersuchten Gefédf3e variierte trotz der angestrebten Vorgabe von
0,5cm, und auch die Fliche der Leptomeningen ist aufgrund der Elastizitit des Gewebes
und seiner Verdnderung in Kultur eine nur eingeschrinkt standardisierbare Grofle. Auch
ist in jeder Probe untersuchter weicher Hirnhaut eine differierende Anzahl von Gefia3en
enthalten. Diese Ungenauigkeiten sollten durch Versuche, die Proteinmenge pro
Gewebestlick zu bestimmen, umgangen werden, jedoch waren auch hier keine exakt
reproduzierbaren Werte zu ermitteln, so dal zusammenfassend die quantitative
Standardisierung von an Organkulturen gewonnenen Ergebnissen problematisch bleibt.
Dennoch sind die hier gewonnenen Daten aus jeweils 20 unabhéngig voneinander
erhobenen Einzelmessungen reproduzierbar und hochsignifikant, so da3 die getroffenen

Aussagen zulissig erscheinen.



10.4.3 Ubertragbarkeit auf den Menschen

Die Frage nach der Ubertragbarkeit der gewonnenen Ergebnisse auf den Menschen ist
notwendig. Wie schon ausgefiihrt, kdnnen sich die Experimente den physiologischen
Bedingungen generell nur anndhern, diese nie genau kopieren. Wie jedoch schon an
verschiedener Stelle erwéhnt, gilt das Hundemodell als ein Tiermodell der Wahl, um die
Pathogenese der CAA und der AD zu studieren, da Hunde altersabhidngige
pathologische Veranderungen entwickeln, die mit der durch die CAA beim Menschen
hervorgerufenen Pathologie identisch sind, und es aufgrund einer 100%igen Homologie
von humanem und caninem AB zu keinen proteinbedingten Ungenauigkeiten kommt
(Johnstone et al. 1990; Uchida et al. 1993; Cummings et al. 1993, 1996; Okuda et al.
1994; Prior et al. 1995, 1996Db).

10.5 Modell zur Pathogenese der CAA

Die Cerebrale Amyloid Angiopathie ist einerseits die hdufigste Ursache nicht
hypertensiv bedingter zerebraler Blutungen im Alter (Itoh et al. 1993), andererseits ein
Charakteristikum der AD.

Definierend fiir diese Erkrankung ist die Ablagerung amyloidogener Proteine in
kortikalen und leptomeningealen Gefdflen, wobei das am hdufigsten deponierte Protein
AR ist.

Die Inkubation lebender weicher Hirnhdute und leptomeningealer GefiBle mit
exogenem, gelosten AB(1-40) bzw. AB(1-42) zeigte eine konstante und ausgeprigte
Aufnahme des Peptids iiber einen Zeitraum von 72 Stunden. Diese Experimente sind
insofern neuartig, als hier erstmals die Aufnahme von AB durch leptomeningeales
Gewebe, welches noch nicht von der CAA affektiert ist, demonstriert werden konnte.
Prior et al. (1995) haben zeigen konnen, da3 es nach bereits initiierter CAA nur noch
einer physiologischen Konzentration von AB bedarf, damit es zur Progression der
pathologischen Ablagerungen kommt. Jene Untersuchungen bezogen sich primér auf
Hirnhdute alter Hunde. Diese Untersuchungen setzten die weichen Hirnhdute junger
Hunde einer im Vergleich zu physiologischen Verhéltnissen 100fach gesteigerten
Konzentration von AB aus. Uber einen Zeitraum von 72 Stunden sind sowohl die

Membranen als Ganzes als auch isolierte Gefdlle in der Lage, diese hohe Konzentration



auf bis zu 5% der Ausgangskonzentration von 1uM zu senken. Hieraus ergeben sich

folgende Schliisse:

e Lebende weiche Hirnhdute als auch isolierte lebende GefdBe reinigen das sie
umgebende Milieu (Kulturmedium oder Liquor cerebrospinalis) sehr effektiv und
unabhéngig von der Peptidform von geldst vorliegendem AB.

e AB(1-42) wird gewebeunabhingig in einem héheren Ausmall metabolisiert als die
weniger pathogene Form AB(1-40). Bei einer Mischung beider Formen - den
physiologischen Verhéltnissen entsprechend - kommt es ebenfalls zu einer
hochgradigen Reinigung des Mediums von AR (nicht gezeigte Daten).

e Da AB in vivo gelost in Liquor cerebrospinalis vorliegt, demonstrieren diese
Experimente eine potentielle Rolle von lebenden Leptomeningen und lebenden

GefaBen in der Pravention von intrazerebralen A Ablagerungen.

Diese Befunde sind mit dem im folgenden dargestellten pathogenen Modell zur CAA

vereinbar (Urmoneit et al. 1997):

Liquor cerebrospinalis und Extrazellulérfliissigkeit umgeben leptomeningeale und
kortikale Arteriolen und enthalten Apolipoprotein E und AB transportierende
Lipoproteine (Koudinov et al. 1996). Zusitzlich weisen zerebrovaskulire Af
Ablagerungen eine enge Beziehung zu degenerierenden glatten Muskelzellen auf
(Kawai et al. 1993; Wisniewski und Wegiel 1994), und manifestieren sich als fokale A3
Depositionen (Yamaguchi et al. 1992), wobei l6sliches AB(1-42) den Zelltod in glatten
Muskelzellen induzieren kann (Davis-Salinas et al. 1995). Lipoproteine wie auch Al
werden von glatten Muskelzellen der Tunica adventitia und der duBeren und mittleren
Schichten der Tunica media der genannten Arteriolen iiber verschiedene
Lipoproteinrezeptoren internalisiert (Urmoneit et al. 1997; Prior et al. 2000). Unter noch
nicht genau definierten Umstinden akkumuliert AB in Lysosomen. Fiir eine
intralysosomale A Aggregation spricht ferner das saure Milieu der Lysosomen, da A3
bei niedrigem pH eine erheblich geringere Loslichkeit aufweist (Burdick et al. 1992), so
daf} eine lysosomale Akkumulation von A3 Ursache der Erstaggregation sein kann. Die
Lokalisation von AR in Lysosomen weist zusdtzlich darauf hin, dal3 ein intrazelluldrer
Abbau von AB stattfindet. Dies steht in Einklang mit den in dieser Arbeit présentierten
Ergebnissen, da leptomeningeale Gefdf3e {iber einen kurzen Zeitraum eine grofle Menge

frei im Liquor vorliegendes A3 aufnahmen, wohingegen inaktivierte Gefdlle so gut wie



keine Reduktion von AB aus dem Liquor zeigten. Die Akkumulation von AB triggert
weitere Anhdufungen (,,seeding™) (Jarrett et al. 1993; Harper und Landsbury 1997) und
fiihrt so zu fokaler Degeneration der glatten Muskelzelle, die somit wieder einen
Angriffspunkt fiir erneute AB Deposition bietet (vgl. Abb. 15). Beim Untergang
einzelner glatter Muskelzellen wird mdglicherweise fibrillires AB extrazelluldr
deponiert, an welches sich zirkulierendes AB anlagert, im Sinne einer durch ein
Nukleations-Ereignis initiierten Selbstaggregation, wobei das Nukleations-Ereignis
selbst innerhalb der Lysosomen in einem mikromolaren Konzentrationsbereich

stattfindet (Harper und Lansbury 1997).

i ABin Lysosomen & # Degenerierende == Fibrilldres AB
Muskelzelle
Abb. 15: Pathogenetisches Modell der CAA: Leptomeningeale und kortikale

Gefdlle sind von Liquor cerebrospinalis und Extrazelludrfliissigkeit
umgeben. Glatte Muskelzellen der Tunica adventitia internalisieren
Lipoprotein-Rezeptor-vermittelt AB-ApoE-Komplexe. Dies fiihrt zu AR
Akkumulation in Lysosomen, und konsekutiver Degeneration von

einzelnen glatten Muskelzellen, deren Untergang die Freisetzung von



fibrillirem und nicht fibrillirem AB im Bereich des Extrazelluldrraums
der GefaBwand induziert. Dieser Mechanismus fordert im Sinne eines
Nukleations-Ereignisses die weitere Deposition von loslichem AR und
somit das progressive Wachstum extrazellulirer AB Aggregate und

unterhélt die Cerebrale Amyloid Angiopathie (CAA).

Mit Hilfe dieses Modells kann auch erkliart werden wie Apolipoprotein E, insbesondere
der e4-Genotyp, das Risiko fiir die Entwicklung der CAA erhoht, was in verschiedenen
epidemiologischen Studien bereits nachgewiesen, jedoch nicht erklidrt werden konnte
(Greenberg et al. 1995; Premkumar et al. 1996; Berg et al. 1998). Apolipoprotein E
bindet AB mit hoher Affinitdt, und fordert die Ausbildung von AB Fibrillen (Strittmatter
et al. 1993a; Ma et al. 1994; Naslund et al. 1995). Apolipoprotein E fungiert weiterhin-
wie oben ausgefiihrt- als Transportmolekiil wéhrend der intrazelluldren Aufnahme von
AB, hat jedoch im Gegensatz dazu keinen wesentlichen Anteil bei der passiven Bindung
von AB an bereits bestehende Plaques. In zwei voneinander unabhdngigen
Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dall der e4-Genotyp im Vergleich zum
e3-Genotyp eine geringere Affinitdt zu AR aufweist (LaDu et al. 1994; Aleshkov et al.
1997), d.h. der e4-Genotyp konnte aufgrund einer geringeren Affinitit zu AB den
intrazelluldren Abbau der Komplexe dergestalt beeinflussen, da3 ein verzogerter Abbau
eine verstédrkte intrazelluldre AB Anreicherung bedingt. Diese Ergebnisse untermauernd
konnten Ji et al. (1998) nachweisen, dal3 die intrazellulire Akkumulation vom e4-
Genotyp in Fibroblasten und Hepatozyten, aber auch in neuronalen Kulturen (Jordan et
al. 1998; Beffert et al. 1999), signifikant geringer ist, verglichen mit dem e3-Genotyp.
Diese Beobachtung gilt interessanterweise nur, wenn die Aufnahme von ApoE in
Anwesenheit einer Untergruppe der Heparansulfatproteoglykane (HSPG) geschieht,
einem wichtigen Bestandteil der Extrazelluldrmatrix und gleichzeitig einem wichtigen
Ko-Faktor zerebraler und zerebrovaskulédrer A3 Ablagerungen (Snow et al. 1994, 1995).
Daraus folgt, dal eine durch Apolipoprotein E vermittelte AB Clearance durch
zerebrovaskulédre glatte Muskelzellen ein physiologisch-protektiver Mechanismus sein
konnte, der in einem komplexen Gleichgewicht mit AB Produktion, A Loslichkeit und
AB Clearance steht; eine gestorte AR Clearance wiirde somit zu dessen extrazelluldrer
Bindung an HSPG, zur weiteren Deposition und Wachstum von A3 Anlagerungen und

zur Progression der CAA fiihren (Prior et al. 2000).



Der potentielle Einflul von Apolipoprotein E auf die AB Clearance konnte zusédtzlich in
einem neuen Modell transgener Méuse verdeutlicht werden, in dem zerebrale Af
Ablagerungen in Anwesenheit von humanem ApoE reduziert wurden (Holtzman et al.
1999). Kompatibel mit dem hier entwickelten Modell sind auch quantitative Messungen
von Apolipoprotein E und AB im Liquor von Patienten mit CAA, die eine deutliche
Konzentrationsabnahme gegeniiber Kontrollpatienten aufwiesen (Pirtilla et al. 1996).
Diese Konzentrationsminderung im Extrazelluldrraum liee sich somit durch eine
vermehrte zerebrale und zerebrovaskuldre zelluldre Aufnahme erkléren.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse bestitigen die Hypothese, da3 in Liquor
cerebrospinalis gelostes AR erst sekundar in glatte Muskelzellen iiber den beschriebenen
Mechanismus aufgenommen wird. Leptomeningen und isolierte leptomeningeale
Gefalle konnen in vitro im Vergleich zu in vivo Verhéltnissen eine vielfach erhohte
Konzentration metabolisieren. Erst bei einer vielfach gesteigerten Aufthahme kommt es
zu einer Sittigung der intra- und extrazelluldren Bindungsstellen und damit zu einer
Initiierung der CAA und/oder einem Ausfall von unléslichem A im Hirnparenchym.
Von weiterem Interesse ist daher die Spezifizierung extrazelluldrer Molekiile, die eine
Anlagerung von A3 und konsekutiv ein Plaquewachstum gestatten (Fillit und Leveugle
1995).

Die Extrazellulairmatrix besteht aus HSPG, Kollagen Typ IV und Laminin, wobei
Edwards et al. (1992) die zusétzliche Expression von HSPG auf glatten Muskelzellen
nachweisen konnten. Snow et al. (1994, 1995) konnten eine Kolokalisation von HSPG
und verschiedenen Formen von intrazerebralem und zerebrovaskuldrem AR nachweisen,
indem durch parallele Infusion von AB und HSPG in Rattengehirnen eine groBere
Anzahl von Plaques induzierbar waren. Dariiber hinaus konnte demonstriert werden,
daB erhohte Spiegel von AB(1-40) dergestalt mit HSPG reagieren, daB3 deren durch
intrazelluldre Heparanasen gesteuerte physiologische Spaltung gestort wird. Dies konnte
eine verstirkte Bindung zwischen A3 und HSPG zur Folge haben, die zu vermehrter A3
Akkumulation fiihrt (Bame et al. 1997) und konsekutiv zur Progression der CAA.

Die wichtige Rolle der Extrazellulirmatrix als Bindungsstelle fiir AB wird durch
folgende Untersuchungen unterstiitzt. So beschreiben Watson et al. (1997) dal3 der
Konformationszustand von AB direkte Auswirkungen auf seine Bindung zu dem
Glykosaminoglykan Heparin zeigt: liegt AB in fibrillirem Zustand vor, so wird es
gebunden, nicht jedoch, wenn es in einer nicht-fibrilliren Konformation vorkommit.

Desweiteren beobachtete Watson eine stirkere Affinitét desjenigen Peptids zur Heparin-



Bindung, welches bei der HCHWA-D verstirkt produziert wird. Dieses AB(1-40) ist
durch erhohte Fibrillogenitét charakterisiert. Interessanterweise fithrt eine Umwandlung
des fibrillogeneren Peptids in eine alpha-helikale Konformation zu einer Reversibilitit
der Heparin-Bindung und betont somit den Einflul, den die Konformation auf die
Bindungsbereitschaft hat.

Andere Untersuchungen beschreiben HSPG als Mediator einer intrazelluldren
Aufnahme von ApoE enthaltender Lipoproteine in verschiedenen Zelltypen (Mahley et
al. 1996; Al-Haideri et al. 1997). Dabei dient ApoE als Ligand fiir die Aufnahme von
Lipoproteinen sowohl auf einem rezeptorabhingigen Weg, als auch auf einem
rezeptorunabhéngigen, nur durch HSPG vermitteltem Weg. Diese Ergebnisse bestdtigen
somit, daB AB an ApoE gebunden nicht nur auf rezeptorvermitteltem Weg in glatte
Muskelzellen aufgenommen wird (Urmoneit et al. 1997), sondern auf einem durch
HSPG gebahnten Weg rezeptorunabhingig Einlal3 findet.

Eine solches Modell verbindet den wichtigen Risikofaktor ApoE mit dem
ausschlaggebenden Bestandteil der Extrazellulirmatrix, HSPG, und dem zentralen
pathomorphologischen Protein A und dessen Konformationzustand und bemiiht sich in

dieser Weise um eine Integration verschiedener Forschungsansétze.

Eine wichtige Fragestellung bezieht sich auf den Ursprung des in den HirngefdBlen
abgelagerten AB, welches theoretisch luminal aus dem zirkulierenden Blutstrom,
abluminal aus dem umgebenden Liquor- oder Extrazelluldrraum des Kortex stammen
konnte, oder aber in situ durch Freisetzung des von glatten Muskelzellen exprimierten
Vorlduferproteins APP entstiinde.

Obwohl AB im Serum nachweisbar ist, kommt es niemals zu einer Ablagerung in
systemischen Gefdflen, ferner belegt eine Studie von Yamaguchi et al. (1992) daB3 auch
frithe Ablagerungen immer abluminal in den dufBleren Schichten der Tunica media
liegen, so daB3 die Hypothese der hdmatogenen Aussaat zurlickgewiesen werden mulf3.
Die Hypothese der in situ Produktion mit konsekutiver Deposition von A hingegen
(Wisniewski et al. 1995) vermag nicht zu erkldren, weshalb die durch Al
hervorgerufene CAA streng auf kortikale und leptomeningeale GefdBe beschrinkt ist
und sich niemals in strukturell absolut gleich aufgebauten systemischen GefidB3en oder in
Gefillen der weiBlen Substanz manifestiert. Zudem wird auch die abluminale
Lokalisation insbesondere frither Ablagerungen nicht erklért, da eine in situ Produktion

von AB eine homogene Verteilung erwarten 14Bt. Insgesamt ist es nicht {iberraschend,



daBl glatte Muskelzellen wie auch andere APP exprimierende Zellen geringe Mengen
von A} sezernieren.

Im Gegensatz dazu erklirt das hier vorgestellte Modell sowohl die abluminale als auch
die primér den Kortex und die weichen Hirnhéute betreffende Lokalisation von AB3. Die
Ablagerungsorte entsprechen exakt den Regionen, in denen sich die hochsten AB
Konzentrationen befinden, da AB ein Produkt des hauptsdchlich neuronalen APP
Metabolismus ist und daher in Gebieten mit hoher Neuronendichte wie dem Kortex
oder dem den Kortex umgebenden Subarachnoidalraum zu finden ist. A3 Ablagerungen
fehlen deshalb in der weillen Substanz, da hier die Myelinisierung eine Sekretion von
AB in den Extrazelluldrraum verhindert.

Das hier entwickelte Modell der CAA kann mit Hilfe der in dieser Dissertation

beschriebenen Organkultur weiter untersucht werden.

10.6  SchluBfolgerung

Das in dieser Arbeit etablierte Organkulturmodell ist gut geeignet, Grundlagenversuche
zur Pathogenese der CAA im Rahmen der AD durchzufiihren. Aufgrund seiner die
physiologischen Verhéltnisse gut abbildenden Struktur kann dieses Modell nicht nur
dem weiteren Studium pathogener Vorginge, sondern auch experimentellen
pharmakologischen Interventionen dienlich sein.

Insgesamt verdeutlicht diese Arbeit den praventiven Einflu3, den weiche Hirnhédute auf
die Ausbildung intraparenchymaler A Ablagerungen haben konnten, was noch durch
zukiinftige Untersuchungen bestitigt werden muf3.

SchlieBlich lassen sich die Befunde dieser Arbeit gut in das hier beschriebene
pathogenetische Modell der CAA integrieren.
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B-AS
CAA
DAT
ELISA
FAD
HCHWA-D
HDL
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Apolipoprotein E

Amyloid Precursor Protein
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Cerebrale Amyloid Angiopathie

Demenz vom Alzheimer Typ, entspricht der Alzheimer Demenz
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Hereditary cerebral hemorrhage with amyloidosis, Dutch type
High density lipoproteins
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Leptomeningeale Organkulturen als experimentelles Modell der Cerebralen Amyloid Angiopathie

(Abstract zur Dissertation von Giinther Edgar Wihl)

Die intrazerebrale Ablagerung von AB ist zentrales morphologisches und pathogenetisches Element der
Alzheimer Demenz (AD). In iiber 80% der Félle ist die AD mit der Cerebralen Amyloid Angiopathie
(CAA) assoziiert, in deren Verlauf es zu vaskuldren AB Ablagerungen kommt. Da der Ausfall von
unléslichem AB auch von der Konzentration der in Liquor cerebrospinalis zirkulierenden 16slichen
Peptidform abhéngt, erscheint eine effiziente Clearance des 16slichen AB aus Liquor cerebrospinalis als
eine Moglichkeit, dem intraparenchymalen Ausfall von AB entgegenzuwirken. Da der Cortex cerebri
vollsténdig von den aus Pia mater und Arachnoidea bestehenden weichen Hirnhduten (Leptomeningen)
umgeben ist, die wiederum von Liquor cerebrospinalis umflossen werden, wurde die Féhigkeit
leptomeningealen Gewebes untersucht, verschiedene Formen l6slichen AB aufzunehmen.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte zunichst ein Organkulturmodell etabliert werden, welches die
physiologischen Gegebenheiten simuliert und anhand dessen die Pathogenese der CAA unter definierten
Bedingungen studiert werden kann.

Nach Etablierung von Organkulturen lebender Leptomeningen vom Hund sowohl in Kulturmedium als
auch in humanem Liquor cerebrospinalis, wurden sowohl leptomeningeales Gewebe als auch Abschnitte
daraus isolierter GefaBe mit synthetisch hergestelltem AB (AB 1-40 und AB 1-42) iiber 72 Stunden
inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben aus dem die Gewebe umgebenden Medium
entnommen und mittels eines ,,Sandwich“- ELISA-Tests quantifiziert.

Als Ergebnis ist eine progressive Abnahme der Al Anfangskonzentration von 1uM sowohl aufgrund der
Clearance leptomeningealen Gewebes in toto als auch von leptomeningealen Gefdflen allein zu
beobachten. Dies zeigte sich flir beide untersuchten Formen von AB und trifft fiir die Inkubation in
Kulturmedium und Liquor cerebrospinalis gleichermalien zu. Insgesamt wurde das pathogenere AB(1-42)
in einem grofleren Umfang aufgenommen als A(1-40). Weiche Hirnhdute zeigen iiber einen Zeitraum
von 72 Stunden eine Konzentrationsreduktion um 970nM AB(1-42) aus Kulturmedium und Liquor
cerebrospinalis, wiahrend isolierte Gefille in derselben Zeitspanne eine Konzentrationsreduktion um
900nM AB(1-42) in Kulturmedium, und eine Konzentrationsabnahme von maximal 850nM AB(1-42) in
Liquor cerebrospinalis demonstrierten. Die Ergebnisse fiir AB(1-40) sind vergleichbar, aber niedriger.
Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse, daB Organkulturen von Hunde-Leptomeningen als
experimentelles Modell der CAA eingesetzt werden kdnnen und daf sich die mit Hilfe dieses Modells
erzielten Befunde mit einem in der Arbeit im Detail beschriebenen Modell zur Pathogenese der CAA

vereinbaren lassen.
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