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Einleitung

1.1 Morbus Alzheimer

Im Jahre 1906 referierte Alois Alzheimer erstmalig ,Uber eine eigenartige Erkrankung
der Hirnrinde”, welche spater nach ihm benannt wurde: Morbus Alzheimer
(Alzheimer'sche Erkrankung, Alzheimer's disease, AD; Alzheimer 1907). Als
Erkrankung des fortgeschrittenen Lebensalters (Mendez 2012) gewinnt die AD bei
steigendem Durchschnittsalter der Bevolkerung zunehmend an Bedeutung: Im Jahr
2005 waren etwa 24 Millionen Menschen weltweit erkrankt (Ferri 2005), bis 2050 wird
sich die Zahl der Betroffenen voraussichtlich auf mehr als 110 Millionen erhthen
(Ferri 2005). Die durch die AD verursachten globalen Kosten lagen im Jahr 2005 bei
etwa 315 Milliarden US$ (Wimo 2007).

Die AD ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung und die haufigste Ursache
eines dementiellen Syndroms (Small 1997). Nach derzeitigem Kenntnisstand liegt bei
etwa 60 % aller dementiellen Syndrome eine AD zugrunde (Small 1997). 98 % der
Betroffenen sind zum Zeitpunkt der Diagnose alter als 65 Jahre (Mendez 2012), die
Erkrankungswahrscheinlichkeit nimmt mit steigendem Lebensalter zu (Bermejo-
Pareja 2008). Fuhrendes Symptom ist der Gedachtnisverlust, nicht selten pragen

aber auch Wesensveranderungen das klinische Bild (Kalaria 2008, Mattson 2004).

Morphologische Veranderungen im Gehirn

Die AD fuhrt zu charakteristischen morphologischen Veranderungen im Gehirn, die
zum Teil bereits deutlich vor dem ersten Auftreten von Symptomen nachgewiesen
werden konnen (Ballard 2011, Serrano-Pozo 2011). Einige dieser Verdnderungen
sind ursachlich fir den mentalen Verfall, wahrend andere konsekutive Erscheinungen

darstellen (Serrano-Pozo 2011). Diese morphologischen Veranderungen umfassen:

1. Kongophile Ablagerungen von beta-Amyloid (B-Amyloid, AB) in Form von
senilen (neuritischen) Plaques im Neuropil (Serrano-Pozo 2011).
Unterschieden werden mature/reife Plagues mit dichtem Kern (dense-core-
Plaques) und immature/unreife Plaques (diffuse oder primitive Plaques,
Serrano-Pozo 2011). Vergleiche dazu Abbildung 1-1.
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Abbildung 1-1: Typische senile Plaques, hier im Gehirn einer 82-jahrig Verstorbenen mit
bekanntem dementiellen Syndrom. a) Immature Plaque in der konventionellen Histologie
mittels HE-Farbung. Auffallig ist die Stérung im Neuropil. b) und c) Mature dense-core-Plaque
in der HE-Farbung bzw. in der immunhistochemischen Darstellung von AB. Der dichte Kern ist
gut sichtbar. d) pTau-positive dystrophe Neuriten innerhalb einer senilen Plaque (neuritische
Plaque). Darstellung durch einen Antikdrper gegen pTau. 200-fache VergroRerung.

2. Vaskulare Ablagerungen von AB in und um intrazerebrale und
leptomeningeale GefalRe (zerebrale Amyloidangiopathie, cerebral amyloid
angiopathy, CAA; Serrano-Pozo 2011, Weller 1998). Diese CAA begtinstigt

3. Mikro- und Makroblutungen, haufig in atypischer Lokalisation insbesondere im
Bereich der Mark-Rinden-Grenze des GroRRhirnes (Towfighi 2005).

4. Intra- und extrazellulare Aggregate von hyperphosphoryliertem Tau-Protein
(pTau) in Form von neurofibrillaren Tangles (NFTs), dystrophen Neuriten und
Neuropil-Faden (Serrano-Pozo 2011). Wenn NFTs zu Grunde gehen, dann
bleiben "ghost tangles" zurtick (Serrano-Pozo 2011). Vgl. Abbildung 1-2.

Abbildung 1-2: Darstellung von NFTs im Gehirn einer 82-jahrig verstorbenen Frau mit
bekanntem dementiellen Syndrom. a) und b) NFTs und schemenhafte ,ghost tangles”
(Pfeilkopfe) in der HE-Farbung. c) und d) NFTs, "ghost tangles" (Pfeile) und Neuropilfaden
dargestellt mit einem Antikdrper gegen pTau. 200-fache VergrofRerung.



Durch die fortschreitende Schadigung und den Verlust von Neuronen resultieren

weitere charakteristische Veranderungen im Gehirn. Dazu zéhlen:

5. Neuron- und Synapsenverlust (Brun 1981, Khan 2014, Koffie 2011, Serrano-
Pozo 2011) mit dadurch bedingter

6. Hirnatrophie (Serrano-Pozo 2011) und konsekutiver

7. Aufweitung der inneren und auf3eren Liquorrdume (Hydrocephalus e vacuo;
de la Monte 1989).

Reaktiv zu den vorgenannten Erscheinungen kommt es zur

8. Astrogliose in den Pyramidenzellschichten der GroRRhirnrinde, insbesondere in

unmittelbarer Nahe der senilen Plaques (Beach 1989).
In seltenen Fallen findet sich zusatzlich eine

9. Vaskulitis bzw. Meningitis (beta-Amyloid-assoziierte Angiitis, amyloid-beta
related angiitis, ABRA; Salvarani 2013, Scolding 2005).

1.2 Pathogenese

In Verbindung mit den oben genannten morphologischen Veranderungen steht das
AB-Protein, welches integraler Bestandteil der pathogenetischen Theorien der AD ist
(Grundtke-lgbal 1986). AR zeigt Amyloideigenschaften. Als Amyloid ("starkedhnlich™)
werden (-Faltblatt-reiche Proteine bezeichnet, die bei Zugabe von lod einen zur lod-
Starke-Reaktion analogen Farbumschlag zeigen (Kyle 2001, Sipe 2000). Die Gruppe
der Amyloide ist heterogen (Kyle 2001, Sipe 2000), AB ist nur ein Vertreter unter
vielen. Zurzeit wird Uberwiegend die Amyloid-Hypothese (Beyreuther 1991, Hardy
1991, Selkoe 1991) zur Erklarung der Pathogenese der AD vertreten (Mc Geer
2013). Dazu konkurrierend werden weitere Hypothesen diskutiert, bei denen unter

anderem pTau als kausales Agens angesehen wird (Maccioni 2010).

Die Amyloid-Hypothese

Die Amyloid-Hypothese geht davon aus, dass die Akkumulation von A in sichtbaren
Ablagerungen, den senilen Plaques, initiales Ereignis in der Kausalkette der

verschiedenen pathologischen Veranderungen auf molekularer und zellularer Ebene
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ist (Hardy 2002). AB selbst ist ein Proteinfragment, welches aus dem Vorlauferprotein
Amyloid-Precursor-Protein (APP; vgl. Abbildung 1-3a) durch enzymatische Spaltung
freigesetzt wird (O'brien 2011). APP ist integraler Bestandteil der Plasmamembran
von Neuronen und spielt vermutlich eine wesentliche Rolle bei der

Synapsenformation (O'brien 2011, Priller 2006).
Die Prozessierung von APP kann grundsatzlich zwei verschiedenen Wegen folgen:

1. Beim "nicht-amyloidogenen” Weg wird APP durch a-Sekretasen innerhalb der
AB-Proteinsequenz  gespalten. Dadurch  entstehen  wasserlosliche
Endprodukte (Lammich 1999; vgl. Abbildung 1-3b).

2. Beim "amyloidogenen"” Weg wird Uber eine zweistufige Proteolyse durch (-
Sekretase (beta-site amyloid precursor proteine cleaving enzyme 1, BACE1,;
Vassar 1999) und y-Sekretase (Krishnaswamy 2009) AB freigesetzt (vgl.
Abbildung 1-3c).

a _ b ] C )

extrazellulare
Domane

B-Sekretase

a-Sekretase I -
transmembranale _ - I I I AB
Doméne . ﬁ

mtrazel!_ulare L y-Sekretase U |:|
Doméne

Abbildung 1-3: Prozessierung von APP. a) APP-Molekiil, verankert in der Zellmembran. Die
AB-Sequenz (rot) liegt am Ubergang der transmembranalen zur extrazelluliren Doméne.
b) Nicht-amyloidogener Prozessierungsweg: Die a-Sekretase spaltet das APP-Molekil
inmitten der AB-Sequenz, sodass wasserlosliche  Abbauprodukte  entstehen.
c) Amyloidogener Prozessierungsweg: Nach zweistufiger hydrolytischer Spaltung des APP-
Molekiils durch B- und y-Sekretase wird AP freigesetzt.

Mutationen im APP-Gen bzw. in den Genen von B- und y-Sekretase kénnen zum
vermehrten Beschreiten des "amyloidogenen™ oder auch des "nicht-amyloidogenen”

Weges fuhren und dadurch ein verfriihtes Auftreten der AD bedingen oder vor dem
11



Ausbruch der Krankheit schitzen. Bei der sogenannten ,schwedischen” Variante
fuhrt der Austausch von zwei Aminosauren im APP-Gen (APP KM670/671NL)
beispielsweise zum familidren Auftreten der AD (Mullan 1992). Mit den Prasenilinen
(Présenilin 1 und Prasenilin 2) ist dariber hinaus eine Familie von Genen bekannt,
welche die Aktivitat der y-Sekretase beeinflussen und deren Mutationen ebenfalls zu
einer familiaren AD fuhren konnen (Ryan 2010). Dagegen stellt die Variante
APP A673T eine beziglich der AD protektive Mutation dar (Jonsson 2012).

Das AB-Protein liegt in verschiedenen Isoformen mit einer Grol3e zwischen 36 und 43
Aminosauren vor (Mawuenyega 2013). Die am haufigsten vorkommenden Formen
sind AB 1-40 (AB40) und AB 1-42 (Ap42; Roher 1993). Monomere von AB40 und
AB42 sind wasserloslich und kdnnen intra- und extrazellular im Hirngewebe (O'brien
2011), im Liquor cerebrospinalis (O'Brien 2011) und im Blutplasma (Ruiz 2013)
nachgewiesen werden. Durch ungeklarte Mechanismen kommt es zu einer
kaskadenartigen Aggregation der Monomere (Hardy 2002), wobei erst ldsliche
Oligomere (Ahmad 2010) und schlie3lich unl6sliche Polymerfibrillen entstehen
(Serpell 2000). Diese fallen im Gewebe aus und lassen sich dann als senile Plaques
bzw. als CAA nachweisen (Serrano-Pozo 2011, Serpell 2000). Die geschilderten
Vorgange zeigen einige Ahnlichkeit zu den Pathomechanismen der
Prionenerkrankungen (Jucker 2011).

Das eigentliche zellschadigende Agens stellen dabei offenbar die l6slichen Ap-
Oligomere dar (Varadarajan 2000, Walsh 2007).

1.3 Therapieansatze

Bisher existiert keine kausale Therapie der AD, zur symptomatischen Anwendung
kommen jedoch verschiedene Medikamente (Yannopoulou 2013). Insbesondere
werden der Gedachtnisverlust (Acetylcholinesterasehemmer, N-Methyl-D-Aspartat-
Antagonisten; Becker 1988, Farlow 2002, McGleenon 1999, McShane 2006) und die
Wesensveranderungen (selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer, selektive
Serotonin-Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer; Zec 2008, Ballard 2010)
behandelt.
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Seit dem Aufkommen der Amyloid-Hypothese wird versucht, den Verlauf der AD
durch Eingriffe in den Stoffwechsel von AR zu modifizieren (Campbell 2002,
De Felice 2002, Fahrenholz 2006, Howell 1995, Vassar 2002). Hierbei beruhen
Therapieversuche einerseits auf der Hemmung des "amyloidogenen" Abbauweges
von APP durch Inhibition der B- bzw. y-Sekretase (Yannopoulou 2013, McGeer
2013), anderseits auf der Hemmung der AB-Aggregation (De Felice 2002) bzw. der
Elimination von A3 aus dem Hirngewebe (Yannopoulou 2013, Howell 1995).

Immunisierung gegen AR

Ein vielversprechender Ansatz von Schenk et al. war die aktive Immunisierung gegen
AB (Schenk 1999). Hier wurde jungen und alten transgenen Mausen eine Serie
sequenzieller Impfungen mit dem APB42-Peptid verabreicht. In der Folge zeigten
bereits an der AD erkrankte Tiere einen Rickgang der kognitiven Defizite und eine
verminderte Plaquedichte im Hirngewebe. Bei jungen Tieren gelang zudem die

Krankheitspravention.

Die gunstigen Effekte einer aktiven bzw. passiven Immunisierung gegen AB konnten
in weiteren Untersuchungen belegt werden (Ferrer 2004, Janus 2000, Wilcock
2004a/b). Trotz der Wirkung im Mausmodell war in klinischen Studien jedoch keine
Verbesserung der Kognition bei gegen AB42 immunisierten Alzheimer-Patienten
feststellbar (Holmes 2008, Nicoll 2003). Zwar gelang auch bei Alzheimer-Patienten
eine Reduktion der Plaquezahl, es kam aber gleichzeitig zu gravierenden
unerwinschten Wirkungen. Insbesondere wurde eine starke Zunahme der CAA mit
Blutungskomplikationen beobachtet (Ferrer 2004, Kile 2007, Sakai 2014, Wilcock
2004b). In einigen Fallen trat darliber hinaus eine Meningoenzephalitis auf, die zum
Abbruch der entsprechenden Studien fuhrte (Boche 2010, Nicoll 2003, Orgogozo
2003).

Der Mechanismus der Impfwirkung ist bisher nicht véllig verstanden (Wilcock 2008),
Schliisselelemente stellen aber insbesondere die Bildung von Anti-AB-Antikérpern
(Demattos 2001) und die Konversion von unldslichen AB-Plaques in losliche Mono-
bzw. Oligomere dar (Golde 2003). Es kommt zur Umverteilung des AB vom
Hirngewebe in Richtung des Gefal3systems, gefolgt von einer verstarkten lokalen
Ablagerung in Form der CAA (Boche 2008 und 2010, Ferrer 2004, Liu 2009). Die
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Ursache hierfur kénnte in einer Stoérung bzw. Interferenz der Immunisierung mit den

physiologischen Clearance-Prozessen von AB zu finden sein.

Physiologische Clearance von A3

AB kann nicht per se durch die Blut-Hirn-Schranke (blood-brain barrier, BBB)
hindurch diffundieren (Banks 2009). Es existiert jedoch eine Reihe physiologischer

Mechanismen, Uber die AR aus dem Hirngewebe eliminiert werden kann:

e extrazellulare enzymatische Degradation (lwata 2001, Tarasoff-Conway 2015)

intrazellulare Degradation in Neuronen/Astrozyten (Kanekiyo 2013, Lee 2015)

e passive Drainage entlang perivaskuldrer Raume (Bakker 2016, lliff 2012,
Tarasoff-Conway 2015)

e mikrogliale Phagozytose (Frautschy 1992)

e aktiver, ATP-verbrauchender Transport aus dem Hirngewebe Uber

Effluxpumpen an der BBB (Kuhnke 2007, Lam 2001, Tarasoff-Conway 2015,

Terasaki 2005)

Der letztgenannte Punkt umfasst mehrere Transportsysteme. Sowohl fir das low
density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) als auch fir das multidrug
resistance-associated protein 1 (MRP1 bzw. ABCC1) ist der Transport von AB belegt
(Bates 2009, Krohn 2011, Shibata 2000). Daneben existiert mit dem receptor for
advanced glycation endproducts (RAGE) mindestens ein Transportsystem, dass AR
aus dem Blut zurtick in das Hirngewebe transportiert (Bates 2009, Bierhaus 2005,
Deane 2003).

Auch fur P-Glycoprotein (permeability glycoprotein 1, P-gp oder Multidrug-
Restistance-Protein 1, MDR1 bzw. ABCB1) ist AR als Substrat nachgewiesen. Es
bewirkt den aktiven Transport aus dem Hirngewebe hinaus in das periphere Blut
(Hartz 2010, Kuhnke 2007, Lam 2001, Vogelgesang 2004). Abbildung 1-4 stellt

detailliert die ATP-verbrauchenden Transportprozesse von A Uber die BBB dar.
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Abbildung 1-4: Transport von AP Uber die BBB. LRP1 (glatte Muskulatur, basale
Plasmamembran des Kapillarendothels) und P-gp (luminale Plasmamembran des
Kapillarendothels) transportieren l6sliches AP aktiv Gber die BBB in das Blut. Ein Teil des im
peripheren Blut befindlichen AB wird (iber RAGE (luminale Plasmamembran des Endothels)
in das Hirngewebe aufgenommen.

1.4 Funktion und Bedeutung von P-gp

P-gp ist ein Protein aus der Familie der ATP binding cassette-Transporter (ABC-
Transporter), welches durch das MDR1-Gen codiert wird (Zhou 2008a). Es
transportiert aktiv eine Reihe spezifischer Substanzen Uber die Zellmembran hinweg
aus der Zelle hinaus und ist insbesondere aufgrund seiner Rolle bei der
Chemotherapieresistenz von Tumorzellen untersucht worden (Zhou 2008a). P-gp
wird an der apikalen/luminalen Plasmamembran vieler Zellen in diversen Geweben
exprimiert, darunter Leber, Niere, Darm und Gehirn (Thiebaut 1987, Zhou 2008a).
Obwohl es eine grofRe Bandbreite an Substraten besitzt, eine Rolle bei der
Metabolisierung vieler Medikamente spielt und von entsprechend grof3er klinischer
Relevanz ist (Zhou 2008a), sind Mause mit einem P-gp-Knockout phanotypisch
unauffallig (Schinkel 1997).

Als Teil der BBB an der luminalen Plasmamembran von Kapillarendothelien
(Demeule 2002, Thiebaut 1987) bewahrt P-gp die Homdostase im Hirnparenchym

durch Ausschleusung toxischer endo- und exogener Substanzen (Zhou 2008a).
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Gleichzeitig verhindert es jedoch auch die gezielte Anreicherung bestimmter

Medikamente im Hirngewebe (Zhou 2008a).

P-gp im Kontext von AD

Da AR ein Substrat von P-gp darstellt, erfolgt ein Teil der physiologischen Af-
Clearance aus dem Gehirn Uber P-gp (Jedlitschky 2010, Kuhnke 2007, Lam 2001,
Tarasoff-Conway 2015, Vogelgesang 2011). Cirrito et al. konnten am Mausmodell
zeigen, dass der Verlust von P-gp zu einer Akkumulation von AR im Hirngewebe fihrt
(Cirrito 2005). Im Einklang damit haben Vogelgesang et al. nachgewiesen, dass die
Dichte von AB40- und AB42-Plaques im Temporallappen des menschlichen Gehirns
indirekt proportional zur vaskularen P-gp Expression der entsprechenden Bereiche
ist (Vogelgesang 2002). Dazu untersuchten sie die Gehirne von 243 nicht-dementen
Verstorbenen im Alter zwischen 50 und 91 Jahren und evaluierten Plaguedichte,
P-gp-Expression, CAA sowie Apolipoprotein-E-Genotypen und Polymorphismen im
MDR1-Gen. Im Rahmen dieser Untersuchung konnten Vogelgesang et al. auch
zeigen, dass die vaskulare Expression von P-gp invers mit dem Vorhandensein einer
CAA Kkorreliert, und dass vaskulares AP und P-gp nie kolokalisiert waren
(Vogelgesang 2004). Dies deutet darauf hin, dass AB direkt die Expression von P-gp
hemmt (Brenn 2011, Vogelgesang 2004).

SchlieR3lich fanden Vogelgesang et al. zuséatzlich eine alterskorrelierte Abnahme der
P-gp-Expression (Vogelgesang 2004), ein Phanomen das auch von anderen
Arbeitsgruppen bestétigt werden konnte (Bauer 2008, Bartels 2009, Silverberg
2010).

Da P-gp durch verschiedene Substanzen hemm- bzw. induzierbar ist (Eberl 2007,
Gurley 2008, Kim 2002, Liu 2007, Miller 2010, Rengelshausen 2003, Schinkel 2003),
liegt eine Modulation der AD durch Beeinflussung von P-gp nahe. Tatsachlich
konnten sowohl Brenn et al. als auch Hartz et al. eine Verringerung der zerebralen
AB-Last durch die Induktion von P-gp im Mausmodell erzielen (Brenn 2014, Hartz
2010). Bereits seit langerer Zeit ist bekannt, dass Uber lange Zeit medikamentds
behandelte Lepra-Patienten ein geringes Risiko haben, ein dementielles Syndrom zu
entwickeln, und dass die Anzahl seniler Plagues im Gehirn im Vergleich zu

unbehandelten Kontrollgruppen geringer ist (McGeer 1992, Namba 1992). Dies wird
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unter anderem mit einer P-gp-Induktion durch das als Antibiotikum eingesetzte

Rifampicin begrindet (Qosa 2012).

1.5 Kernthese und Zielstellung

Die alterskorrelierte Minderfunktion von P-gp im Hirn alterer Patienten kdnnte das
unbefriedigende Ansprechen auf eine Anti-AB-Immunisierung im Therapieversuch fur
die AD erklaren. Dieser Prozess steht in wechselseitiger Verstarkung zur
immunisierungs-assoziierten CAA, welche zum einen ihrerseits die Expression von
P-gp zusatzlich hemmt, zum anderen durch die im Alter per se verringerte P-gp-
Funktion aggraviert wird. Die immunisierungs-assoziierte CAA wére somit eine Folge

der verzogerten Clearance des durch die Immunisierung mobilisierten A(.

Durch die Verwendung eines transgenen Mausmodells, das die Eigenschaften
einer AD und den Knockout von P-gp vereint, soll die Frage beantwortet
werden, ob die Expression von P-gp an der BBB Einfluss auf die Wirkung einer

aktiven Immunisierung gegen AB42 hat.
Insbesondere soll der Fokus dabei auf folgenden Aspekten liegen:

1. Beeinflusst die Expression von P-gp an der BBB die Auspragung der

immunisierungs-assoziierten CAA?

2. Beeinflusst die Expression von P-gp an der BBB andere, durch die
Immunisierung ausgeldste Clearanceprozesse, wie beispielsweise die

mikrogliale Phagozytose?

3. Beeinflusst die Expression von P-gp an der BBB weitere, mit der
Immunisierung assoziierte unerwinschte Wirkungen wie Blutungen oder

entzindliche Veranderungen?
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Zuchttiere
C57BL/6J-Tg (Thy1l-APPysronmerie; Thyl-PS1i166p)

FVB.129P2-Abcb1a™®" Abch1b™® N12

FVB/NTac (unspezifischer FVB-Hintergrundstamm)

Versuchstierhaltung

Makrolonkafig Typ 2, 350 cm?

Makrolonkafig Typ 3, 800 cm?
rotes Hauschen

angesauertes Wasser (0,03%ige Salzsaure)
staubfreie Fichtenfasern

Alleinfuttermittel fiir Mause und Ratten

Genotypisierung
Lyse-LOsung

1,25 ml 2 mol/l wassrige Kaliumchloridldsung

Einzelhandelsfirma Kdosler (Rotten-
burg, Deutschland)

Taconic Biosciences, Inc. (Hudson,
USA)

Taconic Biosciences, Inc.

EBECO Bioscape GmbH (Castrop-
Rauxel, Deutschland)

EBECO Bioscape GmbH
EBECO Bioscape GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

ssniff Spezialdiaten GmbH (Soest,
Deutschland)

ssniff Spezialdiaten GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG

0,5 ml 1 mol/l wassrige TRIS-HCL-L&sung (gepuffert bei pH = 9)Carl Roth GmbH + Co. KG

2,25 ml 10%iger wassrige NP 40-Losung
1,875 ml 12%iger wassrige Tween 20-Losung

44,125 ml destilliertes Wasser

0,1 mg/ml Proteinase K-Lésung

Analytik Jena Tmix (Schiittelplatte)

Desaga Heraeus MC2 (Zentrifuge)
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Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG

Carl Roth GmbH + Co. KG
Analytik Jena AG (Jena, Deutschland)

Sarstedt AG & Co (Numbrecht,
Deutschland)



PCR-Ansatz

2,5 pl Kaliumchlorid-haltige 10-fach PCR-Pufferlésung

0,5 pl dNTPIGsung (je 10 mmol/l dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
2 pl 25 mmol/l Magnesiumchloridlésung

0,1 pl 5 U/ul innuTag-DNA-Polymerase

FlexCycler (PCR-Cycler)

Primer

10 pmol/l human APP forward- Primerlésung

10 pmol/l human APP revers-Primerldsung

10 pmol/l Maus b-Globin forward- Primerlésung
10 pmol/l Maus b-Globin revers-Primerldsung
10 pmol/l Mdrla ex6 forward- Primerl6sung

10 pmol/l Mdrla ex6 revers-Primerlosung

10 pmol/l Mdrl1b forward- Primerlésung

10 pmol/l Mdr1b revers-Primerldsung

10 pmol/l Hygromycin forward-Primerldsung

10 pmol/l Hygromycin revers-Primerldsung

10 pmol/l Neomycin forward- Primerlésung

10 pmol/l Neomycin revers-Primerldsung

Verdau-Ansatz

2,5 ul 10-fach Restriktionsverdau-Puffer

0,2 pl Sau3A | (Mbo I)

2,3 pul destilliertes Wasser

Trenngel-Ansatz (Acrylamid-Gel)
1,5 ml 10-fach TRIS-Borat-EDTA-Puffer

3 ml wassrige 40%iger Acrylamid-Bisacrylamid-Stammldsung

(37,5:1)
10,5 ml destilliertes Wasser
15 pl TEMED (Polymerkatalysator)

150 pl 10%iges Ammoniumperoxodisulfat (Polymerinitiator)
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Analytik Jena AG
Analytik Jena AG
Analytik Jena AG
Analytik Jena AG
Analytik Jena AG

Eurofins Genomics GmbH
(Ebersberg, Deutschland)

Eurofins Genomics GmbH
Eurofins Genomics GmbH
Eurofins Genomics GmbH
Eurofins Genomics GmbH
Eurofins Genomics GmbH
Eurofins Genomics GmbH
Eurofins Genomics GmbH
Eurofins Genomics GmbH
Eurofins Genomics GmbH
Eurofins Genomics GmbH

Eurofins Genomics GmbH

Thermo Fisher
(Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
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Biometra Multigel Systeme (Elektrophoresesystem)
DNA-Marker-Fragmente (DNA-Leiter)
Bromphenolblau (Visualisierung)

2%ige Salpetersaure

0,1%ige Silbernitratldsung (Farbereagenz)

Entwicklerlésung
100 pl Formalaldehyd
3 g Natriumcarbonat

97 ml destilliertes Wasser

7,5%ige Essigsaure

5%iges Glycerin (Fixierreagenz)

Impfung
Immunisierungslésung

2 mg rekombinantes humanes A342

0,9 ml destilliertes Wasser

0,1 ml 10-fach konzentrierte phosphatgepufferte Salzlésung

komplettes Freunds Adjuans

inkomplettes Freunds Adjuvans

Gewebegewinnung

Narkoseldsung (Ketamin-/Xylazin-Narkose

2,5 ml 10%iges Ketamin (Narkotikum)

1,1 ml 2%iges Xylazin (Muskelrelaxanz)

7,5 ml 0,9%ige isotone Kochsalzlésung

Kapillarréhrchen (Blutentnahme)

Centrifuge 5415 D (Zentrifuge)
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Analytik Jena AG

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG

Anaspec (Fremont, USA)

Carl Roth GmbH + Co. KG

Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis,
USA)

Sigma-Aldrich Corporation

Selectavet Dr. Otto Fischer GmbH
(Weyarn-Holzolling, Deutschland)

Selectavet Dr. Otto Fischer GmbH
Carl Roth GmbH + Co. KG

Carl Roth GmbH + Co. KG

Eppendorf AG (Hamburg, Deutsch-
land)



Perfusionslosung (1x PBS)
100 ml 10x PBS

900 ml destilliertes Wasser

24 G x 0.56 in. BD Insyte-N (Perfusions-Punktionskatheter) Becton, Dickinson and Company
(Franklin Lakes, USA)

Immersions-Fixierlésung (4%iges gepuffertes Formalin)

40 g depolymerisiertes Paraformaldehyd Carl Roth GmbH + Co. KG
10,9 g Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co. KG
3,2 g Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co. KG

960 ml destilliertes Wasser

Antikorperbestimmung

Beschichtungslosung
2 pg rekombinantes humanes AR42 Anaspec

1 ml 5 mmol/l wassriger Carbonatpuffer (Coating Buffer) CANDOR Bioscience GmbH
(Wangen, Deutschland)

Waschlosung (1x PBS)
10 ml 10x PBS

90 ml destilliertes Wasser

Blockadepuffer F. Hoffmann-La Roche AG (Basel,
Schweiz)
Antikorper 6F/3D (Standardverdinnungsreihe) Dako Deutschland GmbH (Hamburg,

Deutschland)

peroxidasegekoppelter Ziege -Anti-Maus-1gG -Antikérper (De- Dianova GmbH (Hamburg, Deutsch-

tektor) land)
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (Chromogen) Sigma-Aldrich Corporation

2 mol/l Schwefelsaure Carl Roth GmbH + Co. KG
Multiskan FC (Densitometer) Thermo Fisher Scientific Inc.
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Quantitative AB40- und AB42-Bestimmung

EZBRAIN-SET Merck Millipore (Billerica, USA)
Lysepuffer

rekombinantes humanes AR40

rekombinantes humanes A42

AB40-beschichtete Mikrotiterplatte
AB42-beschichtete Mikrotiterplatte

Negativkontrolle

Positivkontrolle (zweimal)

Konjugatldsung mit biotinyliertem AB40-Antikorper
Konjugatldsung mit biotinyliertem AB42-Antikorper
Enzym-Konjugatldsung mit Streptavidin-Peroxidase
Substratlésung (3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin)
Stoppldsung (0,3 mol/l Salzsaure)

Waschlosung

Centrifuge 5415 D (Zentrifuge)
70%ige Methansaure Carl Roth GmbH + Co. KG
TRIS (gepuffert bei pH = 7,4)

Multiskan FC (Densitometer)

Histologische Untersuchungen

Shandon Histocentre 2 (Einbettstation) Thermo Fisher Scientific Inc.

Leica RM2255 (Rotationsmikrotom) Leica Microsystems GmbH (Wetzlar,
Deutschland)

Alkoholreihe

Xylol Carl Roth GmbH + Co. KG

Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG

100%iger Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG

96%iger Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG

70%iger Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG

Roti-Histokitt (Eindeckmedium) Carl Roth GmbH + Co. KG
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Hamalaun-LAsung

1.000 ml destilliertes Wasser

1 g Hamatoxylin Carl Roth GmbH + Co. KG
0,2 g Natriumiodid Carl Roth GmbH + Co. KG
50 g Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat Carl Roth GmbH + Co. KG
50 g Chloralhydrat Carl Roth GmbH + Co. KG
1 g Zitronensaure Carl Roth GmbH + Co. KG

1%ige Eosin-Losung

250 ml destilliertes Wasser

750 ml 96%iger Ethanol

0,5g EosinY Carl Roth GmbH + Co. KG
0,5 ml 99%iger Essigsaure Carl Roth GmbH + Co. KG

2%ige Kaliumhexacyanidoferrat(ll)-Losung

98 ml destilliertes Wasser

2 g Kaliumhexacyanidoferrat(ll) Carl Roth GmbH + Co. KG
1 ml 37%ige Salzséure Carl Roth GmbH + Co. KG

Kernechtrot-Losung

100 ml destilliertes Wasser

5 g Aluminiumsulfat Carl Roth GmbH + Co. KG
0,1 g Kernechtrot Carl Roth GmbH + Co. KG

Immunhistochemische Farbungen

Leica BOND-MAX Farbevollautomaten Leica Microsystems GmbH
85%ige Methansaure Carl Roth GmbH + Co. KG
Bond Polymer Refine Detection-Kit Leica Microsystems GmbH

Peroxidase Block
Post-Primary-(Kaninchen-IgG-Anti-Maus-1gG-)Antikorper
Peroxidasegekoppelter Polymer-(Anti-Kaninchen-lgG-)Antikorper
Chromogen (3,3'-Diaminobenzidin)

Hamatoxylin
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Protein Block Serum-Free
Anti-AB40-Primar-Antikérper (AB5074P)
Anti-AB42-Primar-Antikérper (AB5078P)

Waschldsung (1x PBS)
10 ml 10x PBS

90 ml destilliertes Wasser

Anti-IBA1-Antikdrper

Anti-P-gp-Antikorper (C219)

Bond Polymer Refine Red Detection-Kit

Peroxidase Block

Post-Primary-(Kaninchen-lgG-Anti-Maus-1gG-)Antikdrper

Dako Deutschland GmbH
Merk Millipore
Merk Millipore

Wako Chemicals USA Inc.
(Richmond, USA)

Enzo Life Sciences GmbH (Lérrach,
Deutschland)

(Leica Microsystems GmbH)

Peroxidasegekoppelter Polymer-(Anti-Kaninchen-1gG-)Antikérper

Red PartA, B, C, D

Hamatoxylin

Digitale Auswertung

Mirax digital slide scanner

Software
Aperio ImageScope v. 12.1 (Extraktion, Viewer)

ImageJd v. 1.49

VolumeJd v. 1.7a
Time_Series_Analyzer.jar v. 2.0
Stack_Sorter.jar v. 10
Dynamic_Profiler v. 2007/12/7
ActionBar v. 20111107
loci_tools.jar v. 4.4.12
LSM_Toolbox.jar v. 4.0f

Volume Viewer v. 1.3.1
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Carl Zeiss Microlmaging GmbH
(Jena, Deutschland)

Leica Microsysrems GmbH

National Institute of Health (Bethesda,
USA)

Abramoff M.
Balaji J.
Dougherty B.
Rasband W.
Mutterer J.
OME
Mutterer J.
Barthel K. U.



Display3_TP v. 2004/07/10 Parker J. A.

OrtView v. 2002 Bonetto P.

Image5D v. 1.2.0 Walter J.

Deltavision Opener v. 2006/10/04 Huart S. und Cordelieres F.
MultiMeasure v. 4 Rasband W. et al.

ImageJd 3D Viewer v. 2007/04/20 Schmid B.

TransformJ v. 2.7.1 Meijering E.
imagescience.jar v. 2.3.0 Meijering E.

Statistik und Grafiken

SPSSv. 22.0.0.0 IBM (Armonk, USA)

Microsoft PowerPoint v. 14.0.7168.5000 Microsoft Corporation (Redmond,
USA)

Paint.NET v. 4.0.3 dotPDN LLC (Pullmann, USA)

2.2 Versuchstiere

Zugrundeliegende Mausstamme

Der erste Ausgangsstamm des Experimentes war der Mausklon C57BL/6J-Tg (Thy1-
APPys7onmve7iL;  Thyl-PS1liieep) (Radde 2006), welcher auf einem C57BL/6-
Hintergrund (Black 6) heterozygot die schwedische Variante des humanen APP
(APPks7onive71L) SOwie eine Mutation im Préasenilin-1-Gen (PS1iie6p) (Koch 2012,
Mullan 1992, Radde 2006) beherbergt. Beide Transgene sind kontrolliert durch den
Thy-1-Promotor (CD90). Dieses Mausmodell entwickelt senile Plaques ab der 6.
Lebenswoche sowie kognitive Defizite ab dem 3. Lebensmonat (Radde 2006, Rupp
2011).

Der zweite Ausgangsstamm war der Mausklon FVB.129P2-Abcb1a™®%" Abch1bh™!Be
N12 (Schinkel 1997). Dieser basiert auf einem FVB-Hintergrund (Friend
Leukemiavirus B). Durch homozygote Deletionen in den Genen Mdrla bzw. Mdrlb
kénnen diese Mause die Transportproteine MDR1a und MDR1b nicht exprimieren
(Schinkel 97). Mdrla stellt dabei das murine Analogon zum humanen P-gp dar
(Schinkel 95).
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Generation des dreifach transgenen Mausklons

Da das Alzheimer-Mausmodell auf einem C57BL/6-Hintergrund basiert und sich
dementsprechend von dem auf einer FVB-Linie aufbauenden P-gp-Knockout-
Mausmodell unterscheidet, wurde der C57BL/6J-Tg(Thyl-APPks7onmve7ie; Thyl-
PS1,166p)-Stamm Uber 8 Generationen auf einen unspezifischen FVB-Hintergrund
zurickgekreuzt (vgl. Anhang 1). Der neue Stamm FVB.129P2-Tg(Thyl-
APPyesronme7iL;  Thyl-PSliieep N8), kurz P-gp Wildtyp, stellte den ersten

Versuchstierstamm dar.

Fur den zweiten Versuchstierstamm wurden P-gp Wildtyp -Tiere mit Tieren der Linie
FVB.129P2-Abcb1a™®°" Abcb1b™!®°" N12 gekreuzt. APP/PS1-positive Tiere der F1-
Tochtergeneration wurden durch Genotypisierung (vgl. Kapitel 2.2) identifiziert und
erneut mit FVB.129P2-Abcb1a™!®"" Abcb1b™®°" N12-Mausen gekreuzt. Tiere der
F2-Generation mit dem gewilnschten Genotyp FVB.129P2-Tg(Thy1l-APPks7onme71L;
Thy1-PS1,166p; Abcb1la™®®" Abcb1b™!*®", kurz P-gp Knockout, wurden selektiert

und reprasentierten den zweiten Versuchstierstamm.

Fur die Erhaltungszucht wurden P-gp Knockout-Tiere mit FVB.129P2-Abcb1a™5"
Abcb1b™!®°" N12 verpaart und die Nachkommen im Alter von 2 bis 3 Wochen auf

das Vorhandensein der APP/PS1-Mutation untersucht.

Versuchstierhaltung

Die Versuchstiere wurden in kleinen Gruppen gehalten. Zur Unterbringung dienten
Makrolonkafige mit Gitterdeckel, als Einstreu wurden staubfreie Fichtenfasern
genutzt. Die Umgebung wurde durch ein rotes Hauschen und ungebleichten Zellstoff
angereichert. Bei 23 °C Raumtemperatur und 50- bis 60%iger Luftfeuchtigkeit wurde
ein konstanter 12-stindiger Tag-Nacht-Zyklus eingehalten. Alleinfuttermittel far
Mause und Ratten sowie angesauertes Leitungswasser standen ad libitum zur

Verfugung.

Die Versuche wurden vom Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und
Fischereiwesen des Landes Mecklenburg-Vorpommern gemald 88 des
Tierschutzgesetzes genehmigt (LALLF M-V/TSD/ 7221.3-1.1-026/12; 7221.3-1.1-
026/12-1).
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2.3 Genotypisierung der Versuchstiere

DNA-Gewinnung

Eine Schwanzspitzenbiopsie wurde mit 300 ul Lyselésung und 3 ul Proteinase K-
L6sung Uber Nacht bei 55 °C auf einer Schittelplatte inkubiert. Das entstandene
Lysat wurde 10 min lang auf 90 °C erhitzt und anschlie3end bei 12.000 rpm fir 45 s
zentrifugiert. Im Uberstand wurde mittels der unten aufgefiihrten Polymerase-
kettenreaktionen (polymerase chain reaction PCR) die gewonnene DNA-Menge

amplifiziert.

Amplifikation der transgenen APP/PS1-DNA

Fur die Amplifikation der APP/PS1-Gene wurden zum PCR-Ansatz je 1 pl human
APP forward- bzw. revers-Primerldsung und 1 pl Proben-DNA zugesetzt. AuRerdem
wurde zur Kontrolle je 0,25 pl Maus b-Globin forward- bzw. revers-Primerldsung
zugegeben und mit destilliertem Wasser auf 25 pl aufgefillt. Denaturierung fir 2 min
bei 94 °C. Der Polymerasezyklus (30 s Melting bei 94 °C, 30 s Annealing bei 67 °C
und 30 s Extending bei 72 °C) wurde 35-mal wiederholt.

Amplifikation des veranderten Abcbla-Gens

Zur Amplifikation des Abcbla-Genes (Exon 6-7) wurden zum PCR-Ansatz je 1 ul
Mdrla ex6 forward- bzw. revers-Primerlosung sowie 1 pl Proben-DNA zugesetzt und
mit destilliertem Wasser auf 25 pl aufgefillt. Denaturierung fir 1,5 min bei 94 °C. Der
nachfolgende Polymerasezyklus (30 s Melting bei 94 °C, 30 s Annealing bei 56 °C
und 30 s Extending bei 72 °C) wurde 35-fach wiederholt.

Zur Diskriminierung zwischen Abcbla und Abcblb wurde ein Restriktionsverdau
angeschlossen. Dabei wurden zum Verdauansatz 20 ul des PCR-Produktes

zugesetzt und bei 37 °C fir eine Stunde inkubiert.

Amplifikation des veranderten Abcb1b-Gens

Zur Amplifikation des Abcblb-Gens (Exon 4) wurden zum PCR-Ansatz je 1 pl Mdrlb
forward- bzw. revers-Primerldsung sowie 1 pl Proben-DNA zugesetzt und mit

destilliertem Wasser auf 25 ul aufgefillt. Denaturierung fur 1,5 min bei 94 °C. Der

27



nachfolgende Polymerasezyklus, bestehend aus 30 s Melting bei 94 °C, 30s
Annealing bei 59 °C und 30s Extending bei 72 °C, wurde auch hier 35-fach
wiederholt.

Amplifikation des Hygromycin- und Neomycin-Gens

Das P-gp-Knockout-Modell schliel3t zur Positiv-Kontrolle die eingefiigten DNA-
Sequenzen fur Hygromycin (Abcbla) bzw. Neomycin (Abcblb) ein (Schinkel 1997).
Daher wurde bei der Untersuchung der Abcbla-Mutation die Amplifikation von
Hygromycin angeschlossen. Zum PCR-Ansatz wurden je 1 yul Hygromycin forward-
bzw. revers-Primerlosung sowie 1 pl Proben-DNA zugesetzt und mit destilliertem
Wasser auf 25 pl aufgefillt. Denaturierung fir 4 min bei 94 °C. Der nachfolgende
Polymerasezyklus (30 s Melting bei 94 °C, 30 s Annealing bei 54 °C und 1 min
Extending bei 72 °C) wurde 35-fach wiederholt.

Bei der Untersuchung der Abcblb-Mutation wurde die Amplifikation von Neomycin
angeschlossen. Zum PCR-Ansatz wurden je 0,5 pl Neomycin forward- bzw. revers-
Primerlésung sowie 1 pl Proben-DNA zugesetzt und mit destilliertem Wasser auf
25 ul aufgeflllt. Denaturierung fur 4 min bei 94 °C. Der nachfolgende
Polymerasezyklus, (30 s Melting bei 94 °C, 30 s Annealing bei 57 °C und 45s
Extending bei 72 °C) wurde 35-fach wiederholt.

Abschluss der PCR
Bei allen PCR-Zyklen erfolgte ein 7 min langer abschlieRender DNA-
Elongationsschritt, danach wurde die DNA-L6sung auf 4 °C abgekdhilt.

Auswertung der Proben

Die Auswertung der Proben erfolgte mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Nach
Erstarren des Trenngel-Ansatzes in der Gelkammer wurden jeweils 5 ul einer Probe
fur 20 bis 30 min unter optischer Kontrolle bei einer anliegenden Spannung von
200 V aufgetrennt. Dazu kam ein Gemisch von definierten DNA-Marker-Fragmenten
als Referenz. Zur Visualisierung der Proben wurde je 1,5 pl Bromphenolblau benutzt.

Zur Bandenfarbung wurde das Trenngel zunachst fur 3 min mit 2%iger Salpetersaure

und danach fur 6 min mit destilliertem Wasser gewaschen. Anschliel3end wurde das
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Gel fur 20 min mit 0,1%iger Silbernitratldsung versetzt und danach etwa 10 s lang mit
destilliertem Wasser gewaschen. Um ein optimales Verhaltnis von Banden- und
Hintergrundfarbung zu erzielen erfolgte die Applikation der Entwicklerlésung unter
optischer Kontrolle fir etwa 5 bis 10 min. Die Entwicklung wurde durch 7,5%ige
Essigsaure gestoppt, welche fur weitere 3 min einwirkte. AbschlieRend wurde kurz
mit destilliertem Wasser gespult und zur Fixation der Banden fur 3 min 5%iges
Glycerin aufgetragen. Abschlie3end erfolgte die Trocknung der Gele.

2.4 Impfung

Jeweils 8 ausschlie3lich mannliche Tiere aus den Stammen P-gp Wildtyp und P-gp
Knockout erhielten eine aktive Vakzinierung mit humanem AB42, modifiziert nach
Schenk et. al. (Schenk 1999).

Die Immunisierungslosung wurde jeweils unmittelbar vor Applikation frisch
hergestellt. Im Alter von 20 Wochen erfolgte die erste Impfung mit 50 pl
Immunisierungslésung unter Zusatz von 50 pl komplettem Freunds Adjuvans (KFA,
Opie 1937, Apostdlico 2016). Die zweite Impfung erfolgte 2 Wochen spater mit 50 pl
Immunisierungslésung und 50 pl inkomplettem Freunds Adjuvans (IFA, Apostélico
2016). Jeweils im Abstand von 4 Wochen erfolgten die dritte und die vierte Impfung
mit 50 pl Immunisierungslésung und 50 pl IFA. Funf weitere Impfungen wurden
jeweils im Abstand von 4 Wochen durchgefiihrt, hier wurde zu 50 pl
Immunisierungslésung jeweils 50 pl PBS zugesetzt. Insgesamt wurden 9-mal jeweils
100 ug AB42 appliziert.

Zu identischen Zeitpunkten erhielten jeweils 8 mannliche Tiere aus beiden Stammen

eine Injektion mit 100 ul PBS und dienten als Kontrollgruppe.

Eine detaillierte Darstellung des Impfschemas findet sich in Anhang 2. Alle
Injektionen wurden subkutan in den Nacken verabreicht.

2.5 Gewebegewinnung

Die Versuchstiere wurden im Alter von 55 bis 57 Wochen getétet. Die Narkose
erfolgte durch korpergewichtsadaptierte Gabe von Ketamin/Xylazin (Erhardt 1984);

4 pl Narkoselésung pro Gramm Korpergewicht wurden intraperitoneal appliziert.
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Mittels eines Kapillarrohrchens wurde Blut aus dem orbitalen Venenplexus durch
Punktion im inneren Augenwinkel entnommen (Parasuraman 2010). Nach 10 min
Zentrifugation des Blutes bei 12.000 rpm konnten 100 bis 250 pl Serum gewonnen

werden.

Die transkardiale Ganzkorperperfusion erfolgte modifiziert nach Gage et al. (Gage
2012). Dazu wurde nach Er6ffnung von Thorax und Herzbeutel der linke
Herzventrikel bei schlagendem Herzen unter laufender Perfusionslésung von apikal
punktiert. Anschlielend wurde bei 100 mmHg Perfusionsdruck fur 5 min unter

visueller Kontrolle perfundiert.

Das Gehirn wurde nach Gage et al. in toto entnommen (Gage 2012). Eine Hirnhélfte
wurde fir 24 h immersionsfixiert, die andere kryokonserviert und bei -80 °C

aufbewahrt.

2.6 Quantitative Anti-AB42-Antik6rperbestimmung

Eine der Hauptwirkungen der Immunisierung gegen AB besteht in der Bildung von
Anti-AB-Antikérpern, welche im Serum nachweisbar sind und hauptsachlich der

Subgruppe IgG entsprechen (Dickey 2001).

Die quantitative Bestimmung der Anti-AB42-Antikbrperkonzentration erfolgte mittels
Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA; Engvall 1972). Dazu wurden 96-Well-
Mikrotiterplatten mit je 50 pl Beschichtungslésung pro Kavitat bestickt. Die Lésung
wirkte Uber Nacht bei 4 °C ein. Danach wurde zweimal mit je 200 ul Waschlésung pro
Kavitat gewaschen, anschliel3end je 200 pl Blockadepuffer eingebracht und bei 4 °C
Uber Nacht inkubiert. Abschliel3end waschen wie vorbeschrieben.

Bei Kontrollgruppentieren wurde mit destiliertem Wasser eine 7-stufige
Verdiunnungsreihe von 1:100 bis 1:6.400 angesetzt, bei den Impfgruppentieren eine
7-stufige Verdiunnungsreihe von 1:1.000 bis 1:64.000. Zur Erstellung einer Eichkurve
wurde zusatzlich eine 7-stufige Standardverdiinnungsreihe von 1:1.000 bis 1:64.000

mittels des monoklonalen Anti-AB-Antikoérperklons 6F/3D angefertigt.

Pro Kavitat wurden je 100 ul Probe eingebracht und bei 37 °C fur 90 min inkubiert.

Danach waschen wie vorbeschrieben. Zur Detektion wurden 100 pl eines

peroxidasegekoppelten Ziegen-Anti-Maus-1gG-Antikorpers (Verdinnung: 1:3.000)
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zugefugt und far 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Zweimal waschen wie
vorbeschrieben. Nach Zugabe von je 50 pl Chromogen wurde fir etwa 30 min unter
optischer Kontrolle inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieBend mit je 50 pl
Schwefelsaure gestoppt und die Lichtabsorption bei 450 nm Wellenlange
densitometrisch bestimmt. Die absolute Serumkonzentration wurde durch lineare
Regression mittels der erstellten Eichkurve ermittelt. Alle Analysen wurden doppelt
durchgefuihrt und der Mittelwert beider Messungen gebildet.

2.7 Quantifizierung I6slicher und unloslicher AB-Spezies im

Hirngewebe

Die Quantifizierung von l6éslichem und unléslichem ABR40 und Ap42 erfolgte mittels
Sandwich-ELISA (Belanger 1973) durch kommerzielle Kits (EZBRAIN-SET). Gemal
dem Herstellerprotokoll wurde das gefrorene Hirngewebe in einer Kugelmuhle
zerkleinert, die Feuchtmasse bestimmt und die entsprechende Menge Lysepuffer im
Verhaltnis von 1 mg Gewebefeuchtmasse zu 10 ul Lysepuffer hinzugegeben.
AnschlieBend wurde das Gemisch im Vortexmischer homogenisiert und fir 2 h bei
4 °C in einem Rotationsmischer bewegt. Die Abtrennung des Uberstandes mit
I6slichem AP erfolgte durch 10 min Zentrifugation bei 13.000 rpm. Das verbleibende
Pellet mit unléslichem AB wurde im Verhaltnis von 1 ug Pellet zu 2 ul 70%iger
Methansaure aufgeschlammt und fir 10 min im Ultraschallbad behandelt. Danach
wurde bei 4 °C mit dem 15-fachen Volumen an TRIS neutralisiert und erneut bei
13.000 rpm fur 10 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand mit

unléslichem AR abgenommen.

Mittels  rekombinantem humanem  Ap40 bzw. AB42 wurde eine
Standardverdinnungsreihe von 16 bis 500 pg/ml erzeugt. Auf einer mit Antikérpern
gegen ABR40 bzw. AB42 beschichteten 96-Well-Mikrotiterplatte wurden je zwei
Kavitaten mit jeweils 50 ul Standardlésung, Negativkontrolle, zwei Positivkontrollen
und den Proben bestlckt. Anschlielend wurden je Kavitat 50 pyl Konjugatlésung mit
biotinylierten Anti-AB40- bzw. Anti-AB42-Antikdrpern zugegeben. Nach Inkubation fur
20 h bei 4 °C wurde der Uberstand verworfen und die Kavitaten fiinfmal mit je 300 pl
Waschlésung gewaschen, bevor je 100 pl Enzym-Konjugatlésung mit Streptavidin-
Peroxidase zugegeben wurden. Nach Inkubation fiir 30 min wurde der Uberstand
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verworfen und gewaschen wie vorbeschrieben. Dann wurden je 100 pl
Substratlosung zugesetzt und unter optischer Kontrolle fir 5 bis 30 min inkubiert.
Abschlie3end wurde mit je 100 pl Stopplésung der Reaktionsprozess arretiert. Die
Absorption wurde densitometrisch bei 450 nm und 590 nm Wellenlange gemessen

und anschlieRend die Differenz beider Werte gebildet.

Die Auswertung erfolgte wie unter Kapitel 2.6 beschrieben, die Ergebnisse wurden
auf die Menge des eingesetzten Hirngewebes normalisiert.

2.8 Histologische Untersuchungen

Die immersionsfixierten Hirnhalften wurden in Paraffin eingebettet und anschlielRend
1-um-dicke sagittale Schnittserien angefertigt. Diese wurden bei 58 °C Uber Nacht
getrocknet. Die Entparaffinierung und Rehydratisierung erfolgten Uber die
absteigende Alkoholreihe: Behandlung 3-mal je 3 min mit Xylol, 1-mal 3 min mit
100%igem Ethanol und 2-mal je 3 min mit 96%igem Ethanol.

Zur Vermeidung von Farbintensitatsdifferenzen wurden alle histologischen

Farbungen und immunhistochemischen Reaktionen zeitgleich durchgefihrt.

Konventionelle Histologie mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Schnittpraparate wurden 10 min lang in Hamalaunldsung inkubiert und danach in
Leitungswasser geblaut. Dann erfolgte fur 3 min die Inkubation in Eosinlésung, bevor
Uber die aufsteigende Alkoholreihe entwassert wurde: Behandlung je 3 min mit
70%igem Ethanol, 96%igem Ethanol, 100%igem Ethanol, Isopropanol und
abschlieRend 3-mal mit Xylol. Das Eindecken erfolgte mit Roti-Histokitt.

Darstellung von Blutungsresiduen

Blutungen kénnen Uber den Nachweis von Ham- oder Eisenablagerung detektiert
werden (Kikuchi 2005). Mikroblutungen sind daher im Hirngewebe mittels Berliner-

Blau-Reaktion nachweisbar (Cullen 2005).

Die Praparate wurden fur 15 min in 2%iger Kaliumhexacyanidoferrat(ll)-L6ésung
inkubiert und anschlieBend mit destilliertem Wasser gespult. Die Gegenfarbung
erfolgte fir 10 min mit Kernechtrot, anschlieBend erneutes Spullen. Entwasserung

und Eindecken wie vorbeschrieben.
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2.9 Immunhistochemische Untersuchungen

Fur die Darstellung spezifischer Antigene wurden auf dem Prinzip der Antigen-
Antikodrper-Bindung basierende (Ramos-Vara 2011) immunhistochemische Methoden
(Nakane 1966) in Kombination mit einem Antigenretrieval (Bogen 2009) angewandt.
Alle immunhistochemischen Préparate wurden im Farbevollautomaten mit Nutzung

des Bond Polymer Refine Detection-Kit angefertigt.

Immunhistochemische Darstellung von AB40 und AB42

Die Antigendemaskierung erfolgte durch Vorbehandlung der Schnittpraparate mit
85%iger Methansaure fur 3 min, anschlieBendem Spulen mit destilliertem Wasser
und Erhitzen auf 100 °C far 30 min. Zur Blockade der Aktivitait endogener
Peroxidasen wurde Peroxidase Block fir 5 min aufgetragen. Zur Vermeidung
unspezifischer Antikérperbindungen wurde das Gewebe fur 20 min mit Protein Block
Serum-Free inkubiert. Danach erfolgte die Applikation des Primarantikdrpers gegen
AB40 bzw. AB42 (Verdinnung 1:50) fur jeweils 18 min. Anschliel3end wurde fir 7 min
mit dem Post-Primary-Antikérper und danach far 8 min mit dem Peroxidase-
konjugierten Polymer inkubiert. Zwischen den Schritten wurde mit Waschlésung
jeweils 3-mal fir 2 min gespult. Dann wurde fir 7 min das Chromogen aufgetragen
und danach 3-mal 2 min mit destilliertem Wasser gespilt. Abschlie3end erfolgte die
Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 2 min. Entwasserung und Eindeckung erfolgten

wie vorbeschrieben.

Immunhistochemische Darstellung aktivierter Mikroglia mittels IBA1

Das ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA1) wird im Gehirn spezifisch in
mikroglialen Zellen exprimiert. In aktivierter Mikroglia liegt es verstarkt vor (Ito 1998).

Daneben wird IBA1 auch von Makrophagen exprimiert (Utans 1995).

Die Schnittpraparate wurden zur Antigendemaskierung zunéchst fir 30 min bei
pH = 6,0 auf 60 °C erhitzt. Die Hemmung endogener Peroxidasen und die Blockade
unspezifischer Antikérperbindungen erfolgten wie vorbeschrieben. Anschlief3end
wurde mit dem Anti-IBA1-Antikorper (Konzentration 1 pg/ml) fr 15 min inkubiert. Die

Applikation des Peroxidase-konjugierten Polymers, Spilen, das Auftragen des
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Chromogens, Gegenfarbung, Entwassern und Eindecken erfolgten wie

vorbeschrieben.

Darstellung von P-gp

Um die Expression von P-gp darzustellen wurde der monoklonale Antikorper C219

verwendet (van Den Elsen 1999).

Zur Antigendemaskierung wurden die Praparate bei pH = 9,0 fir 30 min auf 60 °C
erhitzt. Die Hemmung endogener Peroxidasen und die Blockade unspezifischer
Antikdrperbindungen erfolgten wie zuvor beschrieben. Danach wirkte der Antikérper
C219 (Verdunnung: 1/50) fir 18 min ein. AnschlieRend erfolgten die Applikation des
Post-Primary-Antikdrpers sowie des Peroxidase-konjugierten Polymers, Spilen, das
Auftragen des Chromogens, Gegenfarbung, Entwassern und Eindecken erfolgten

wie vorbeschrieben.

AB - IBAL1 Doppelfarbung

Zur Antigendemaskierung wurden die Schnittpraparate mit 85%iger Methansaure
tber 3 min vorbehandelt und dann mit destilliertem Wasser gespult. Dann erfolgten
die Hemmung endogener Perdoxidasen und die Blockade unspezifischer
Antikdrperbindungen wie zuvor beschrieben. Danach wurde mit dem Anti-AB-
Antikoérper 6F/3D (Verdinnung: 1:100) fur 18 min inkubiert. Die Applikation des Post-
Primary-Antikorpers sowie des Peroxidase-konjugierte Polymers, Spilen und das

Auftragen des Chromogens erfolgten wie vorbeschrieben.

Dann erfolgte die Farbung von IBA1 unter Nutzung des Bond Polymer Refine Red
Detection-Kit. Zun&chst wurde zur Antigendemaskierung fir 30 min bei pH = 6,0 auf
60 °C erhitzt. Dann wurde 15 min mit dem Anti-IBA1-Antikérper inkubiert und fur
30 min das mit alkalischer Phosphatase konjugierte Polymer appliziert. Spllen wie
vorbeschrieben. Dann wurden die Praparate fir insgesamt 15 min mit den
Reaktanten Red Part A, Red Part B, Red Part C und Red Part D inkubiert. Spulen,
Gegenfarbung und Eindecken erfolgten wie vorbeschrieben.
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Darstellung praformierter polyklonaler Anti-AB-lgG-Antikérper

Die durch die Immunisierung gegen AP induzierten Anti-AB-lgG-Antikdrper konnen
direkt im Hirngewebe nachgewiesen werden (Wilcock 2004a).

Zunachst erfolgten die Hemmung endogener Peroxidasen und die Blockade
unspezischer Antikdrperbindungen wie vorbeschrieben. Anschlieend wurde fur
7 min mit dem Anti-Maus-1gG-Post-Primary-Antikorper inkubiert. Die Applikation des
Peroxidase-konjugierten Polymers, Spulen, das Auftragen des Chromogens,

Gegenfarbung, Entwassern und Eindecken erfolgten wie vorbeschrieben.

2.10Quantitative Auswertung der histologischen Praparate

Die gefarbten Praparate wurden in 200-facher Vergro3erung planapochromatisch
(Plan-Apochromat 20x/0.8) digitalisiert (Auflésung: 0,36 um/Pixel; tiled BIgTIFF,
24 Bit Farbtiefe). Um den Stichprobenfehler gering zu halten und den
Auswertprozess zu standardisieren, wurden in der Grof3hirnrinde 6 Gberlappungsfreie
Regionen (regions of interest; ROI) préafrontal, frontal, prazentral, postzentral, parietal
und okzipital festgelegt. Die Flache einer ROI sollte dabei 0,785 mm2 umfassen
(entspricht der Flache des Gesichtsfeldes eines Mikroskops mit einer Sehfeldzahl
von 20 bei 200-facher Vergrof3erung). Diese ROIs wurden mit Aperio ImageScope
extrahiert und in ImageJ importiert. Das verwendete ImageJ-Plugin prozessiert

rechteckige Flachen, entsprechend wurden quadratische ROIs mit einer Seitenlange

von 886 um (0,886 mm * 0,886 mm = 0,785 mm?) definiert. Vgl. dazu Anhang 3.

Semi-automatische Auswertung der durchschnittlichen AB40- bzw. AB42-

Plaqueanzahl und -grof3e

Zunachst wurden alle angefarbten Bereiche innerhalb einer ROI Uber einen
Dekonvolutions-Algorithmus durch automatische Farberkennung isoliert. Um
unspezifische Hintergrundfarbung herauszufiltern, wurden die Grenzen des
Farbraumes durch einen unuberwachten Klassifikationsalgorithmus (ISODATA)
dynamisch angepasst. Anschliel3end wurden fir jedes angefarbte Areal Grof3e und
Form ermittelt. Artefakte wurden anhand der Form (a-spharisch) unter visuellem

Abgleich manuell identifiziert und ausgeschlossen. Vgl. dazu Anhang 4.
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In vergleichbaren Mausmodellen haben murine AB-Plaques einen durchschnittlichen
Durchmesser von 20 bis 25 um (Yan 2009). In den vorliegenden Schnittpraparaten
betrug der Durchmesser der kleinsten Plaques rund 10 pm, dementsprechend
wurden alle Areale mit einem Durchmesser von = 10 um in die Auswertung
eingeschlossen. Anschlieend wurde der Mittelwert der Plaqueanzahl pro ROI

errechnet. Der Vorgang wurde fur AB40- und AB42-Plaques separat wiederholt.

Quantitative Auswertung der aktivierten Mikroglia

Um die durchschnittliche Anzahl aktivierter Mikroglia je 200-faches Gesichtsfeld zu
ermitteln, wurden die jeweilige frontale und okzipitale ROI untersucht und die
Perikaria aller stark IBAl-positiven Zellen durch einen verblindeten Untersucher
gezahlt. AnschlieRend wurde der Mittelwert aus beiden ROIs gebildet.

Quantitative Auswertung der CAA

Da der Uberwiegende Anteil des vaskularen Amyloids Ap42 entspricht (Roher 1993),
wurde die Evaluation der CAA an den immunhistochemischen Farbungen gegen

AB42 vorgenommen.

Fur die meningeale CAA wurden alle meningealen GefalRe der Hemisphare gezahlt
und anschlieRend der Prozentsatz AB42-positiver Gefalle ermittelt. Anhand dessen
wurde ein erster ganzzahliger Wert bestimmt (keine positiven GefalRe 2 0; <10 %
positive Gefal3e 2 1; 10 bis 50 % positive Gefal3e £ 2; > 50 % positive GefalRe = 3).
Je nach Starke der Farbung wurde semiquantitativ in schwach, mafig oder stark
gruppiert und ein zweiter ganzzahliger Wert von 1 (schwach) bis 3 (stark)
zugeordnet. Durch Multiplikation wurde dann ein Scorewert von O bis 9 gebildet.

Fur die intraparenchymale CAA wurden die frontale bzw. okzipitale ROl ausgewertet
und wie vorbeschrieben ein analoger Scorewert gebildet, die Auswertung erfolgte

durch einen verblindeten Untersucher.

Quantitative Auswertung von Mikroblutungen

Zur Quantifizierung der Mikroblutungen wurden alle Berliner-Blau-positiven
intraparenchymalen und meningealen Strukturen innerhalb einer Hemisphare durch

einen verblindeten Untersucher gezahlt.
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Semi-quantitative Auswertung von Angiitis und Meningoenzephalitis

Die Hemispharen wurden auf Foci gruppierter extravasaler Lymphozyten,
Makrophagen, Riesenzellen und/oder Granulozyten untersucht (Ferrer 2004, Nicoll
2003, Scolding 2005). Auf Basis der Anzahl dieser Foci wurde ein Scorewert
vergeben: Kein Focus 2 0; 1 bis 3 Foci £ 1; 4 bis 6 Foci 2 2 und =7 Foci £ 3. Die

Auswertung erfolgte durch einen verblindeten Untersucher.

2.11Statistik und Grafiken

Zur statistischen Auswertung und Erstellung von Grafiken wurde SPSS benutzt. Die
Variablen wurden auf Normalverteilung und Varianzgleichheit hin Gberpruft (Field
2009 Seite 144 und 150).

Signifikanztestung

Fur den Test auf statistische Signifikanz wurde die einfaktorielle ANOVA mit der

Gruppierung

P — gp Wildtyp, geimpft P — gp Wildtyp, Kontrolle
P — gp Knockout, geimpft P — gp Knockout, Kontrolle

gewahlt. Als Post-hoc-Test wurde der multiple Spannweitentest nach Ryan-Einot-
Gabriel-Welsch mit « = 0,05 angewendet (Field 2009 Seite 374).

Um eine Interaktion zwischen Stamm und Intervention nachzuweisen, kam die
zweifaktorielle ANOVA mit den unabhangigen Variablen Stamm und Intervention
sowie a = 0,05 zur Anwendung (Field 2009 Seite 423).

Korrelationen wurden mittels des Korrelationskoeffizienten r nach Pearson mit
a = 0,05 bestimmt (Field 2009 Seite 177).
Graphische Prasentation der Ergebnisse

Boxplots und Balkendiagramme wurden mittels SPSS generiert. Zur Erstellung
histologischer Abbildungen wurde Aperio ImageScope verwendet. Schemagrafiken
wurden in Microsoft PowerPoint erstellt. Die Beschriftung der Abbildungen erfolgte
mittels Paint.NET.
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3 Ergebnisse

3.1 Outcome und Verhalten

Bis auf eine Maus erreichten alle Tiere das vorgesehene Zielalter von 56 Wochen.
Ein Tier der P-gp Wildtyp-Impfgruppe wurde aufgrund eines Sarkoms der
abdominellen Weichteile im Alter von 7 Monaten getttet. Spontane Todesfélle traten

nicht auf.

Auffallig war eine generalisierte Inaktivitdt der Versuchstiere. Sowohl die P-gp
Wildtyp- als auch die P-gp Knockout-Tiere zeigten wenig Interaktion mit der
Umgebung und mit ihren Artgenossen. Trotz des 12-stiindigen Beleuchtungszyklus
war keine zirkadiane Rhythmik der Tiere zu beobachten. Die Mause zeigten kein

Fluchtverhalten bei Annaherung des Pflegers oder des Experimentators.

Das arithmetische Mittel des Korpergewichtes in den Gruppen unterschied sich nicht
(p = 0,92, vgl. Anhang 5).

3.2 Antikodrperbildung

Anti-AB42-Antikdrper im Serum

Alle gegen AB42 immunisierten Tiere zeigten eine suffiziente Antikorperbildung mit
Anti-AB42-Antikorper-Konzentrationen im Serum von 463,6 bis 4.000,8 pug/ml. Ein
Unterschied zwischen beiden Impfgruppen war nicht nachzuweisen (p = 0,94). Die
geringste Antikérperkonzentration zeigte das vorzeitig getotete Tier (172,8 pg/ml). Bei

Kontrollgruppentieren war keine Antikdrperbildung nachweisbar. Vgl. Anhang 6.

In vivo gebundene IgG-Antikérper

Bei allen gegen AB42 immunisierten Tieren lie3en sich immunhistochemisch in vivo
gebundene IgG-Antikdrper im Hirngewebe nachweisen. Die Antikdrper waren in
erster Linie in Assoziation zu den Plaques sowie in den GefalRwanden nachweisbar.
Sie sind damit kolokalisiert zu AB40 und AB42, welche ein nahezu identisches
Verteilungsmuster aufwiesen (vgl. Kapitel 3.6 und 3.8). Bei Kontrollgruppentieren war

kein gebundenes IgG im Hirngewebe nachweisbar. Vgl. Abbildung 3-1.
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Abbildung 3-1: Vergleichende Darstellung von AB40 und in vivo gebundenem IgG. Die obere
Reihe zeigt APB40, die untere Reihe murines IgG. a) und b) AB-Ablagerungen in senilen
Plagues und in meningealen (a) bzw. intraparenchymalen BlutgefiaRen (b) bei einem
Kontrollgruppentier. ¢) und d) AB-Ablagerungen in meningealen (c) und intraparenchymalen
BlutgefaBen (d) bei einem gegen AP42 immunisierten Tier. Daneben einzelne Plaques.
e) und f) Bei Kontrollgruppentieren findet sich kein murines 1gG, weder in den GefaRwanden
noch in Assoziation zu den Plaques. g) und h) Kolokalisation von AR und murinem IgG an
meningealen (g) bzw. intraparenchymalen (h) BlutgefaBen bei gegen AB42 immunisierten
Tieren. Murines 1gG ist auch in den Plagues nachweisbar. Darstellung mit einem Antikorper
gegen AB40 (a bis d) bzw. mit einem Antikérper gegen murines IgG (e bis h). 200-fache
VergrolRerung.

3.3 Losliches AB40 und AB42 im gefrorenen Hirngewebe

P-gp Wildtyp geimpft versus Kontrolle: Bei geimpften Tieren mit P-gp Wildtyp war die

I6sliche AB40- bzw. AB42-Fraktion im Vergleich zu Kontrollgruppentieren mit P-gp
Wildtyp um durchschnittlich 45,4 % bzw. 42,4 % verringert (Abbildung 3-2a/b). Beide
Effekte waren nicht signifikant (p = 0,11 bzw. p = 0,21).

P-ap Knockout geimpft versus Kontrolle: Im léslichen AB40 war kein Unterschied

zwischen Impf- und Kontrollgruppe der P-gp Knockout-Tiere feststellbar (p = 0,79;
Abbildung 3-2a). Dagegen fand sich im Mittel eine 47,9%ige Reduktion von Iéslichem
AB42 bei geimpften P-gp Knockout-Tieren (p < 0,05; Abbildung 3-2b).
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P-gp Knockout versus P-gp Wildtyp; Kontrollgruppen: Ungeimpfte Tiere des P-gp

Knockout-Stammes zeigten im Mittel 3,4 % mehr I6sliches AB40 als ungeimpfte Tiere
mit P-gp Wildtyp (Abbildung 3-2a). Beim loslichen AB42 wies die P-gp Knockout-
Kontrollgruppe durchschnittlich 38,9 % mehr Amyloid auf (Abbildung 3-2b). Beide
Unterschiede waren nicht signifikant (p = 0,11 bzw. p = 0,23).

P-gp _Knockout versus P-gp Wildtyp; Impfgruppen: Bei P-gp Knockout-Tieren war
durchschnittlich 77 % bzw. 25,6 % mehr l6sliches AB40 bzw. AB42 nachweisbar als
bei Tieren mit intaktem P-gp (Abbildung 3-2a und b). Beide Unterschiede waren nicht
signifikant (p = 0,11 bzw. p = 0,21).

Interaktion zwischen Behandlung und Stamm: Weder beim I6slichen AB40 noch beim

I6slichen AB42 konnte eine signifikante Interaktion zwischen Impfung und P-gp-

Knockout nachgewiesen werden (p = 0,11 bzw. p = 0,49).

Losliche AB40- und AB42-Fraktion im Vergleich
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16sliches AB40 [ug/g Hirngewebe]
l6sliches AB42 [ug/g Hirngewebe]

Gruppe Gruppe

Abbildung 3-2: Losliches AB40 und AB42 im Hirngewebe im Gruppenvergleich. a) Geimpfte
Tiere mit intaktem P-gp tragen weniger l6sliches AB40 als die entsprechende Kontrollgruppe.
Auch im Vergleich zu geimpften Tieren mit P-gp Knockout ist der Unterschied deutlich
sichtbar. b) Sowohl beim P-gp Wildtyp- als auch beim P-gp Knockout-Stamm weisen geimpfte
Tiere weniger |6sliches AB42 auf als die jeweiligen Kontrollen. * p < 0,05
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3.4 Unldsliches AB40 und AB42 im gefrorenen Hirngewebe

P-gp Wildtyp geimpft versus Kontrolle: Bei P-gp Wildtyp-Mausen zeigten geimpfte

Tiere deutlich weniger unlésliches AB40 bzw. AB42 im gefrorenen Hirngewebe als die
ungeimpfte Kontrollgruppe. Die Differenz betrug im Mittel 61,4 % bzw. 45,4 % fur
unlésliches AB40 bzw. AB42 (p < 0,05; Abbildung 3-3a und b).

P-gp Knockout geimpft versus Kontrolle: Geimpfte P-gp Knockout-Tiere wiesen im

Mittel 26,3 % weniger unlosliches AB40 auf als ungeimpfte Kontrollen (Abbildung
3-3a). Dagegen war die Konzentration des unléslichen AB42 bei geimpften P-gp
Knockout-Tieren durchschnittich um 7,6 % hoher (Abbildung 3-3b). Beide
Differenzen waren nicht signifikant (p = 0,21 bzw. p = 0,91).

P-gp _Knockout versus P-gp Wildtyp; Kontrollgruppen: Ungeimpfte P-gp Knockout-

Mausen zeigten 44 % mehr unldsliches AB40 als ungeimpfte Tiere mit intaktem P-gp
(Abbildung 3-3a). Beim unléslichen AB42 war die Konzentration in der P-gp
Knockout-Impfgruppe um durchschnittlich 4,2 % hoher (Abbildung 3-3b). Beide
Unterschiede waren statistisch nicht signifikant (p = 0,21 bzw. p = 0,91).

P-gp Knockout versus P-gp Wildtyp; Impfgruppen: Geimpfte Tiere mit P-gp Knockout
trugen im Mittel 175 % bzw. 91 % mehr unldsliches AB40 bzw. AB42 als geimpfte
Tiere mit intaktem P-gp (p < 0,05, Abbildung 3-3a und b).

Interaktion zwischen Behandlung und Stamm: Bei ungeléstem ApR40 ist keine

Interaktion zwischen der Impfung und dem Knockout von P-gp nachweisbar
(p =0,52). Auf Ebene des ungelosten Ap42 findet sich eine signifikante
Wechselwirkung von P-gp-Knockout und Impfung (p < 0,05).
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Unldsliche AB40- und AB42-Fraktion im Vergleich
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Abbildung 3-3: Unl6sliches AB40 und AB42 im Hirngewebe im Gruppenvergleich. a) Zwischen
geimpften P-gp Wildtyp-Tieren und der entsprechenden Kontrollgruppe sind deutliche
Unterschiede in der Konzentration von ungelostem AB40 sichtbar. Eine dhnliche Differenz
besteht auch zwischen geimpften P-gp Wildtyp- und geimpften P-gp Knockout-Mausen.
b) Analoges Bild bei ungeléstem AB42 im Vergleich zu a). * p < 0,05

3.5 Verhaltnis von I6slichem zu unloslichem AB40 bzw. AB42

Das Verhaltnis von léslichem zu unléslichem AB40 lag zwischen 0,2 und 0,5. Es fand
sich demnach rund zwei- bis dreimal mehr unldsliches als I6sliches AB40. Bei ABR42
schwankte dieses Verhaltnis zwischen 0,05 und 0,15, sodass hier die unl6sliche
Fraktion die l6sliche um das 10- bis 20-fache Ubersteigt (vgl. Abbildung 3-4).
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Ldsliches und unldsliches AB40 und AB42 im Vergleich

5
4
3

E.;.% é-I- = =1

Q

AB-Konzentration [ug/g Hirngewebe]

T T T T
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Gruppe

E AB40 - Ap42 E gelost % ungelost

Abbildung 3-4: Ubersicht tber das Verhiltnis der Konzentrationen von Iéslichem und
unloslichem AB40 und AB42 im Gruppenvergleich. Deutlich sichtbar Uberwiegt Ap42
(dunkles Grau) gegeniiber AB40 (helles Grau). Etwa 50 bis 80 % des AB40 bzw. 85 bis 95 %
des AB42 liegen in ungeldster Form (schraffiert) vor. Die |6sliche Fraktion bildet lediglich
einen Bruchteil der Gesamtmenge. Zusammenfassende Darstellung der Abbildungen 3-2 und
3-3, vgl. dort auch die Signifikanzniveaus.

3.6 AB40- und AB42-Plaques

Morphologie und Verteilung

Die Plaques der geimpften Tieren zeigten distinkte morphologische Charakteristika,
wie sie unter anderem durch Ferrer et al. beschrieben worden sind (Ferrer 2004): Bei
betontem aufRerem Rand erschien das Zentrum optisch leer, die Kontur wolkig und
scharf abgegrenzt (Abbildung 3-5a bis e). Im Gegensatz dazu zeigten die Plaques
der Kontrollgruppen die typische, unscharf begrenzte Konfiguration mit den

charakteristischen dense-cores (Abbildung 3-5f bis j).
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Abbildung 3-5: Plaguemorphologie bei Impf- und Kontrollgruppentieren. a) bis e) Scharf
begrenzte wolkige Plaques mit deutlicher Kontur bei immunisierten Tieren.
f) bis j) Charakteristische mature (g, i) und immature (h, j) Plaques in der GroRhirnrinde
scheinbehandelter Kontrollgruppentiere. d), e), i) und j) mit immunhistochemischer
Darstellung von AB40, tibrige Abbildungen HE. 200-fache VergréRerung.

Die Flache der identifizierbaren Plaques innerhalb des Gesamtkollektivs und auch
innerhalb der einzelnen Versuchstiere variierte zwischen ~80 bis ~11.000 pm? (~10

bis ~100 pm Durchmesser).

Plagues fanden sich bei allen Tieren frontal betont in der GrofZhirnrinde.
Basalganglien, Thalamus, Vierhigelplatte und Hirnstamm waren gering, der
Hippocampus maliig stark betroffen. Bei einigen Tieren lag eine Beteiligung der Bulbi
olfactorii vor. Das Kleinhirn war nie betroffen. Eine detaillierte Darstellung der
Plaqueverteilung findet sich in Anhang 7.
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AB40- und AB42-Plagueanzahl

Da die Anzahl von AB40- und AB42-Plaques linear korreliert (r =0,94; p <0,01),
werden stellvertretend fur beide Fraktionen nur AB40-Plaques abgebildet. Abbildung

3-6 zeigt die Plaqueanzahl bzw. -dichte innerhalb der Versuchsgruppen.

Abbildung 3-6: Plaquedichte in der frontalen Hirnrinde im Gruppenvergleich. a) Geimpftes
Tier mit intaktem P-gp und besonders gutem Ansprechen auf die Immunisierung. Einzelne
verbliebene Plaques sind erkennbar. b) Im Vergleich zur Impfgruppe dichtere Plaques bei
einem Kontrollgruppentier mit intaktem P-gp. c) Geimpftes Tier mit P-gp Knockout und
maRigem Ansprechen auf die Therapie. Die Plaquedichte ist vergleichbar mit der von
unbehandelten Tieren mit intaktem P-gp (b), die einzelnen Plaques sind jedoch prominenter.
d) Ungeimpftes Tier mit P-gp Knockout und besonders hoher Plaquedichte. 40-fache
VergroRRerung, immunhistochemische Darstellung von AB40.
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P-gp Wildtyp geimpft versus Kontrolle: Geimpfte P-gp Wildtyp-Tiere wiesen im Mittel
eine 51,3- bzw. 51,1%ige Reduktion der AB40- bzw. AB42-Plaques im Vergleich zur
scheinbehandelten Kontrollgruppe auf (p <0,05; Abbildung 3-7). Die absolute
Reduktion der Plaqueanzahl pro ROI betrug im Mittel 26 bzw. 32 fir AB40- bzw.
AB42-Plaques.

P-gp Knockout geimpft versus Kontrolle: Bei geimpften P-gp Knockout-Mausen
fanden sich durchschnittlich 31,3 % bzw. 31,6 % weniger AB40- bzw. AB42-Plaques
im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,05; Abbildung 3-7). Die absolute Reduktion je
ROI betrug im Mittel 23 bzw. 24 bei den AB40- bzw. AB42-Plaques.

P-gp Knockout versus P-gp Wildtyp; Kontrollgruppen: Ungeimpfte P-gp Knockout-
Méause wiesen durchschnittlich 48,5 % bzw. 24,7 % mehr AB40- bzw. AB42-Plaques
auf als ungeimpfte Tiere mit intaktem P-gp (p < 0,05; Abbildung 3-7). Insgesamt
wurden in der P-gp Knockout-Kontrollgruppe im Mittel 24 bzw. 15 AB40- bzw. AB42-

Plaques je Gesichtsfeld mehr gezahlt.

P-gp _Knockout versus P-gp Wildtyp; Impfgruppen: Geimpfte Tiere des P-gp
Knockout-Stammes zeigten durchschnittlich 110 % bzw. 74 % mehr AB40- bzw.

AB42-Plaques als geimpfte Tiere mit intaktem P-gp (p < 0,05; Abbildung 3-7). Dies
entsprach 27 bzw. 23 AB40- bzw. AB42-Plaques je ROl mehr bei geimpften Tieren mit
P-gp Knockout.

Interaktion zwischen Behandlung und Stamm: Eine Interaktion zwischen Stamm und
Behandlung war nicht nachweisbar (p = 0,77 bzw. p = 0,44 fur AB40- bzw. AB42-

Plaques).
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AB40- und AB42 Plaqueanzahl im Vergleich
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Abbildung 3-7: Anzahl der AB40- und AB42-Plaques im Gruppenvergleich. Geimpfte Tiere mit
intaktem P-gp zeigten die wenigsten Plaques, Kontrollgruppentiere mit P-gp Knockout die
meisten. Die Plaqueanzahl war in der Kontrollgruppe mit intaktem P-gp und in der
Impfgruppe mit P-gp Knockout nahezu identisch. * p < 0,05

Stratifikation hach Behandlung: Alle Impf- versus alle Kontrollgruppentiere: Geimpfte
Tiere zeigten durchschnittlich 39,3 % bzw. 40,3 % weniger AR40- bzw. AB42-Plaques
als ungeimpfte Kontrollgruppentiere, absolut waren dies im Mittel 23 bzw. 28 Plaques
je ROI weniger (p < 0,01; Abbildung 3-8a).

Stratifikation nhach Stamm: Alle P-gp Knockout- versus alle P-gp Wildtyp-Tiere: Tiere
mit P-gp Knockout wiesen im Durchschnitt 68,5 % bzw. 41 % mehr AB40- bzw. AR42-
Plaques im Vergleich zu Tieren mit intaktem P-gp auf (p < 0,05; Abbildung 3-8b).

Absolut betrachtet waren bei Tieren mit P-gp Knockout im Mittel je Gesichtsfeld 25
bzw. 38 AR40- bzw. AB42-Plagues mehr nachweisbar.
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AB40- und AB42-Plagueanzahl,
stratifiziert nach Behandlung und Stamm
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Abbildung 3-8: Anzahl der AB40- und APB42-Plaques, stratifiziert nach Stamm und
Behandlung. a) Deutlich sichtbarer Unterschied in der Plaqueanzahl zwischen beiden
Therapiearmen. b) Nahezu identischer Unterschied in der Plaqueanzahl zwischen beiden
Stammen. AB40- und AB42-Plaques verhalten sich jeweils gleich.* p < 0,05

3.7 Aktivierte Mikroglia und mikrogliale Assoziation zu Plagues

In allen Gruppen liel3 sich eine Assoziation zwischen aktivierter Mikroglia und senilen
Plaques erkennen. Gelegentlich war intrazellulares AB in IBAl-positiven Zellen
nachweisbar. Vgl. Abbildung 3-9.

In beiden Stammen war die Anzahl aktivierter Mikroglia je Gesichtsfeld bei geimpften
Tieren reduziert. Geimpfte P-gp Wildtyp-Tiere wiesen 47,8 % weniger aktivierte
Mikroglia auf als die korrespondierende Kontrollgruppe, geimpfte P-gp Knockout-
Tiere 25 % weniger (p < 0,05; Abbildung 3-10). Im Vergleich zwischen P-gp Wildtyp-
und P-gp Knockout-Stamm fand sich weder bei den Impf- noch bei den

Kontrollgruppen ein Unterschied (p = 0,211 bzw. p = 0,535; Abbildung 3-10).
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Abbildung 3-9: Assoziation zwischen aktivierter Mikroglia und AB. a) Mikroglia um das Core-
Protein einer Plaque bei einem gegen AP42 immunisierten Tier. b) Dichte mikrogliale
Infiltration innerhalb einer Plague bei einem ungeimpften Kontrollgruppentier.
c) Intrazelluldres AB (braun) in IBAl-postiven Mikroglia (Pfeile). Immunhistochemische
Darstellung von IBAl in a) und b), Doppelfarbung von AB40 und IBA1 in c). 200-fache
VergrolRerung

Aktivierte Mikroglia im Vergleich
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Abbildung 3-10: Aktivierte Mikroglia im Gruppenvergleich. Deutliche Reduktion der
aktivierten Mikroglia bei geimpften Tieren mit P-gp Wildtyp und P-gp Knockout im Vergleich
zu den jeweiligen Kontrollgruppen. * p < 0,05
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3.8 CAA

Intramurale AB-Ablagerungen im Rahmen einer meningealen CAA fanden sich
insbesondere an mittelgrof3en und kleinen Arterien (siehe Abbildung 3-11a bis d). Bei
der intraparenchymalen CAA waren dagegen vor allem auch Kapillaren betroffen.
(siehe Abbildung 3-11e bis h). In den Impfgruppen fiel eine veranderte Morphologie

der intraparenchymalen CAA im Vergleich zu den Kontrollgruppentieren auf: Hier

fand sich AB vor allem in sphéarischen Globuli aul3en an der GefalRwand liegend
(siehe Abbildung 3-119).
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Abbildung 3-11: Meningeale (obere Reihe) und intraparenchymale (untere Reihe) CAA im
Gruppenvergleich. a) und e) Geringe meningeale und intrapaenchymale CAA bei einem
geimpften Tier mit P-gp Wildtyp. b) und f) Kraftige meningeale und intraparenchymale CAA
bei einem ungeimpften Tier mit intaktem P-gp. c) und g) MaRige meningeale CAA bei einem
geimpften Tier mit P-gp Knockout. Dagegen ausgepragte intraparenchymale CAA mit
charakteristischer globuldarer Morphologie. d) und h) Kraftige meningeale und
intraparenchymale CAA bei einem Kontrollgruppentier mit P-gp Knockout. Darstellung mit
einem Antikorper gegen AB42. 200-fache VergroRerung

Meningeale CAA

Beide Kontrollgruppen zeigten eine vergleichbare meningeale CAA mit einem
mittleren Scorewert von 5,6 (P-gp Wildtyp-Kontrollen) bzw. 5,5 (P-gp Knockout-
Kontrollen). Dagegen lag der mittlere Scorewert bei geimpften Tieren mit intaktem P-

gp bei 2,5 bzw. bei geimpften P-gp Knockout-Mausen bei 2,8 (jeweils p <0,05).
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Zwischen den beiden Impf- bzw. Kontrollgruppen bestand kein Unterschied (jeweils
p = 0,92). Vgl. Abbildung 3-12a.

Eine Interaktion zwischen Therapie und Stamm war nicht nachweisbar (p = 0,70).

Intraparenchymale CAA

Ungeimpfte Kontrollgruppentiere mit intaktem P-gp zeigten einen mittleren
intraparenchymalen CAA-Scorewert von 2,13. Fur die P-gp Wildtyp-Tiere der
zugehorigen Impfgruppe ergab sich bei einem Wert von 2,25 kein Unterschied
(p =0,71). Die Kontrollgruppentiere des P-gp Knockout-Stammes wiesen im Mittel
einen Scorewert von 1,88 auf, im Gegensatz dazu war bei geimpften P-gp Knockout-
Tieren der durchschnittliche Scorewert mit 3,38 deutlich groR3er (p < 0,05).

Zwischen beiden Kontrollgruppen ergab sich kein Unterschied (p =0,71). Der
durchschnittliche Scorewert bei geimpften Tieren mit P-gp Knockout war jedoch um
etwa 50 % grofer als der von geimpften Tieren mit intaktem P-gp (p < 0,05). Vgl.
Abbildung 3-12b.

Hier lag eine signifikante Interaktion zwischen Behandlung und Stamm vor (p < 0,05).
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Abbildung 3-12: CAA-Scores im Gruppenvergleich. a) Meningeale CAA-Scores mit deutlicher
Abnahme unter Impftherapie, sowohl bei Tieren mit intaktem P-gp als auch bei P-gp
Knockout-Tieren. b) Intraparenchymale CAA-Scores. Lediglich geimpfte Tiere mit P-gp
Knockout zeigen einen Unterschied zu den (brigen Gruppen.* p < 0,05
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3.9 Mikroblutungen

Eisenpositive Gefalie als Zeichen von Mikroblutungen (vgl. Kapitel 3.10, Abbildung 3-
14) fanden sich ausschlie3lich bei geimpften Tieren (p < 0,05). Es waren stets sieben
oder mehr Gefal3e pro Hemisphare betroffen, wobei Tiere mit intaktem P-gp mehr

Blutungsstigmata aufwiesen (p < 0,05).

Nur ein Kontrollgruppentier mit zeigte ein einzelnes Gefal? mit Blutungsresiduen. Das

betreffende Tier trug intaktes P-gp. Vgl. Anhang 8.

3.10Angiitis/Meningitis

Bei jedem geimpften Tier lieR sich innerhalb der untersuchten Hemisphéare
mindestens ein intrazerebrales oder meningeales Gefald mit entzindlichen
Veranderungen erkennen. Einige Tiere wiesen einen Grenzbefund zu einer
Meningitis auf (vgl. Abbildung 3-13). IBAl-positive Zellen, entsprechend
Makrophagen und Mikroglia, stellten dabei einen wesentlichen Anteil am
entzindlichen Infiltrat. Haufig war AP in geringen Mengen nachweisbar (vgl.
Abbildung 3-13 und 3-14). An vielen entzindlich veranderten Gefal3en lie3en sich
zusatzlich Blutungsresiduen nachweisen (siehe Abbildung 3-14 und 3-15).

Geimpfte P-gp Wildtyp-Tiere waren bei einem mittlerer Scorewert von 2,13 etwas
starker von der Angiitis betroffen als geimpfte P-gp Knockout-Tiere (mittlerer
Scorewert von 1,38; p<0,05). Kein Kontrollgruppentier zeigte entsprechende
entzundliche Veranderungen (mittlerer Scorewert von 0; p < 0,05). Vgl. Anhang 9.

Han

Abbildung 3-13: Morphologie der Angiitis. a) Ein liberwiegend aus mononukledren Zellen
bestehendes entzlindliches Infiltrat in der Umgebung meningealer Gefdlle. Einzelne
mehrkernige Riesenzellen sind erkennbar (Pfeil). HE-Farbung. b) Flaue Ablagerungen von
AB40 sind in den GefaBwanden nachweisbar. c¢) Ein wesentlicher Teil des entzlindlichen
Infiltrates besteht aus IBA1-positiven Zellen. 200-fache VergroRRerung
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Abbildung 3-14: Korrelation zwischen Angiitis, Mikroblutungen, AB-Ablagerungen und
aktivierter Mikroglia. a) In der konventionellen Histologie sind entzlindliche Infiltrate in der
Wand eines BlutgefalRes erkennbar. b) Die Berliner-Blau-Reaktion zeigt Blutungsresiduen am
selben GefaR. c) Immunhistochemisch lasst sich AB40 in der Wand des betroffenen Gefalles
nachweisen. d) Ausgedehnte Infiltration in dieser GefaiBwand durch IBA1l-positive Zellen
(Makrophagen und Mikroglia). 200-fache VergréRerung

Abbildung 3-15: Korrelation zwischen Angiitis und Blutungsresiduen. a) bis c) Kapillaren mit
geringer Infiltration der GefdaRwand durch mononukledre Zellen in der konventionellen
Histologie. d) bis f) Dieselben GefdRe mit Blutungsstigmata in der Berliner-Blau-Reaktion.
200-fache VergroRerung
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4 Diskussion

Von der AD betroffene Patienten zeigten unter einer gegen AP gerichteten

Immuntherapie eine deutliche Abnahme von senilen Plaques im Hirngewebe (Boche

2008 und 2010, Holmes 2008). Dennoch waren die erzielten kognitiven Effekte

gering (Holmes 2008, Nicoll 2003). Stattdessen traten zum Teil vital bedrohliche

unerwtinschte Wirkungen auf, insbesondere Hirnblutungen wurden beobachtet
(Boche 2008 und 2010, Orgogozo 2003, Sakai 2014, Wilcock 2007). Fur dieses
kontroverse Therapieansprechen werden drei Erklarungsanséatze diskutiert:

Bisherige Immuntherapieversuche mit menschlichen Probanden erfolgten
stets bei bereits klinisch manifester AD. Da die Erkrankung jedoch chronisch-
progredient verlauft und die entscheidenden pathobiochemischen Prozesse
bereits Jahrzehnte vor Ausbruch der ersten Symptome initiiert werden
(Neugroschl 2011), muissen auch entsprechende gegen ApB-gerichtete
Therapien frihzeitiger beginnen. Die Behandlung eines symptomatischen
Alzheimer-Patienten mit bereits irreversiblem Neuronverlust findet daher zu

spat im Krankheitsverlauf statt (Spencer 2014, Sperling 2011).

Die grundlegenden Vorversuche der Immunisierungstherapie basieren auf
Mausmodellen der AD (Asuni 2006, Ferrer 2004, Janus 2000, Pfeifer 2002,
Schenk 1999, Wilcock 2004a/b und 2008). Diese Modelle beruhen auf
Mutationen in Schlisselproteinen des AB-Stoffwechsels (vgl. Kapitel 1.2; Elder
2010), und reprasentieren daher insbesondere familiare Varianten der
humanen AD (Kumar-Singh 2006). Die meisten Félle der AD beim Menschen
treten jedoch sporadisch auf (Cacace 2016). Trotz groRer Ubereinstimmung in
morphologischen und biophysiologischen Kriterien entwickeln diese
Tiermodelle haufig nicht das Vollbild der AD (Jucker 2010, Morrone 2015).
Dartiber hinaus reagieren diese Modelle anders als der menschliche
Organismus auf die verschiedenen pathophysiologischen Prozesse der AD
(Kokjohn 2009).

Die physiologische AB-Clearance des an Alzheimer-erkrankten menschlichen

Gehirns unterscheidet sich von der des Maushirns im Tiermodell der AD

(Kokjohn 2009, Tanzi 2004). Bei Betrachtung der Differenzen in den ApB-
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Clearance-Prozessen zwischen dem gesunden und dem Alzheimer-erkrankten
menschlichen Gehirn zeigt sich, dass bereits innerhalb der Spezies Mensch
gravierende Unterschiede bestehen (Tanzi 2004). Zusatzlich missen die
anatomischen und physiologischen Unterschiede der BBB zwischen Mensch

und Maus miteinbezogen werden (Qosa 2014, Syvanen 2009).

Durch eine Reihe von Vorarbeiten ist in dieser Hinsicht das Transportprotein P-gp
(vgl. Kapitel 1.4) als Schlisselelement im AB-Stoffwechsel des Hirns untersucht
worden (Brenn 2011 und 2014, Cirrito 2005, Hartz 2010 und 2016, Jedlitschky 2010,
Kuhnke 2007, Lam 2001, Vogelgesang 2002, 2004 und 2011). Um diese Prozesse
genauer zu betrachten, sind im Rahmen der vorliegenden Arbeit zwei modifizierte
Mausmodelle der AD generiert worden: Eines mit P-gp Knockout und eines mit

intaktem P-gp.

Zunachst sollen die Ergebnisse der Tiere mit intaktem P-gp betrachtet werden, im

Anschluss werden die Resultate der Tiere mit P-gp Knockout diskutiert.

4.1 Einordnung der Ergebnisse der P-gp Wildtyp-Tiere in die

bestehende Literatur

Der klonale Mausstamm C57BL/6J-Tg (Thyl-APPkezonme7iL; Thy1l-PS1 166p) ist als
Modell in der Erforschung der AD etabliert (Brenn 2014, Alley 2010, Liu 2003, Wang
2015, Yan 2009). Es existiert daher eine Reihe von Vergleichsdaten zu dem hier
generierten modifizierten Mausklon FVB.129P2-Tg(Thy1l-APPkeszonmve7iL; Thyl-
PS1,166p N8).

Beide Stamme entwickeln zuverlassig dichte Plaques in der GroR3hirnrinde und mit
geringerer Intensitat auch im Hippocampus (Yan 2009). Dartber hinaus findet sich in
beiden Stdmmen eine deutliche CAA (Yan 2009). Die hier gemessenen Werte fur
|6sliches und unlésliches AB40/AB42 sind mit Daten von Tieren des C57BL/6J-Tg
(Thy1-APPkg7onmve7ie; Thyl-PS1166p)-Stammes kongruent. Sie liegen sowohl in
dieser Arbeit als auch in der Literatur zwischen 0,5 und 2,5 ng/mg (AB40) bzw.
zwischen 2 und 5 ng/mg (AB42) Hirngewebe (Alley 2010, Liu 2003, Wang 2015).

Im Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen zeigen die Resultate der

vorliegenden Arbeit eine suffiziente Anti-ABR-Antikdrperbildung vom Subtyp 1gG im
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Serum (Dickey 2001, Wilcock 2004a) gepaart mit einer signifikanten Reduktion der
zerebralen AB-Last nach aktiver Immunisierung gegen Ap42 (Janus 2000, Schenk
1999, Wilcock 2004a/b und 2007): Tiere mit intaktem P-gp liel3en eine 40- bis 60%ige
Reduktion bei l6slichem bzw. unléslichem ABR40 und AB42 erkennen.
Korrespondierend war auch die Anzahl der senilen Plagues um 40 bis 50 %
gesunken. Die Plagues der geimpften Tiere wiesen eine charakteristische
Morphologie mit wolkenférmiger, randlich betonter Kontur und optisch leerem
Zentrum auf, wie in der Literatur vorbeschrieben (Ferrer 2004). Aus anderen Arbeiten
ist bekannt, dass mit zunehmender Immuntherapiedauer die ApR-Last weiter abnimmt
(Boche 2008, Schenk 1999). Wird geniigend lange behandelt, so sind schlie3lich
keine AB-Ablagerungen mehr nachweisbar (Boche 2008, Schenk 1999). Dies war im
Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht zu beobachten, da offenbar die
gewahlte Therapiedauer nicht ausreichend und/oder die initiale AP-Last bei

Therapiebeginn bereits zu hoch war.

Im Einklang mit vergleichbaren Arbeiten zeigen auch die vorliegenden Daten eine
Reduktion der mikroglialen Aktivitat nach aktiver Immunisierung gegen AB42 (Neus
Bosch 2015, Heneka 2015, Schenk 1999). Zudem bestand eine enge Assoziation

zwischen Mikroglia und abgelagertem AR.

Bei geimpften Tieren konnte intraparenchymal IgG im Hirngewebe nachgewiesen
werden. Die Kolokalisation zum immunhistochemisch nachweisbaren AB und der
Nachweis eines hohen Anti-AB-IgG-Antikorpertiters im Serum implizieren eine
Bindung von Anti-AB-Antikérper an AB in vivo. Dabei kann es sich einerseits um
préazipitierte Antigen-Antikorper-Komplexe handeln (Li 2007), anderseits um
Antikorper, die oberflachlich an unlésliche AB-Fibrillen gebunden sind (Golde 2003).

4.2 Reduktion von senilen Plaques, l6slichem sowie unléslichem

AB bei P-gp Knockout-Tieren

Zwar liel3 sich auch bei Tieren mit P-gp Knockout eine signifikante relative Reduktion
der ApP40- bzw. AB42-Plaguezahlen durch die Immunisierung beobachten, diese
betrug aber lediglich 30 % im Vergleich zu 50 % bei Tieren mit intaktem P-gp. Noch
geringer war die Immunisierungswirkung auf lésliches und unlésliches AB40 und

AB42, quantifiziert mittels ELISA. Bei geimpften Tieren mit P-gp Knockout war
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unlésliches Ap42 im Vergleich zur ungeimpften Kontrollgruppe um etwa 50 %
reduziert, Iosliches AB40 um rund 25 %. Die anderen Fraktionen zeigten keine
impfvermittelte Reduktion.

Diese Daten zeigen erstmals, dass der (Funktions-) Verlust von P-gp die Wirksamkeit
einer Immunisierung gegen AR zur Therapie der AD deutlich vermindert. Dabei muss
beriicksichtigt werden, dass bereits der Knockout von P-gp per se, also auch bei
unbehandelten Tieren, zu gravierenden Veranderungen im AB-Stoffwechsel fihrt: Die
AB-Last in Form von senilen Plaques und Iéslichem bzw. unléslichem A war bei P-
gp Knockout-Tieren a priori hoher als bei Tieren mit intaktem P-gp. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Cirrito 2005, Wang 2016). Die
Ausgangsbedingungen bei Tieren mit P-gp Knockout waren dementsprechend

bereits zum Startzeitpunkt der Immunisierung ungtinstiger.

Dennoch war die Wirksamkeit der Immunisierung in einigen untersuchten
Parametern, insbesondere bei unloslichem AR42, dber diesen praexistenten
Unterschied hinaus verringert. Damit besteht ein tGberadditiver/synergistischer Effekt,
der Uber das praexistente MalRR hinausgeht und eine tatsachliche Interaktion

zwischen der Funktion von P-gp und einer Immuntherapie gegen AB belegt.

Die Auspragung der Clearance-Storung von AB durch den Verlust von P-gp ist
erheblich: Die Plagueanzahl bei geimpften Tieren mit P-gp Knockout und
Kontrollgruppentieren mit P-gp Wildtyp war nahezu identisch. Die durch den
Knockout von P-gp verursachte Zunahme der senilen Plaques hat also denselben
Betrag, wie die durch die Immunisierung gegen AB42 bewirkte Abnahme der
Plaqueanzahl (vgl. Abbildung 3-7). Die vergleichbare Hohe der Effektstarken beider
Prozesse zeigt deutlich, dass sowohl die Immunisierung gegen AR als auch der
Funktionsverlust von P-gp einen starken Einfluss auf den Stoffwechsel von AP

haben.

4.3 Immunisierungs-assoziierte CAA

Zentrale Fragestellung dieser Arbeit war der Einfluss von P-gp auf die nach einer
Immuntherapie haufig beobachtete CAA (Boche 2008 und 2010, Ferrer 2004, Liu
2009). Die Literatur zur CAA nach Immunisierung gegen AR ist zum Teil
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widerspruchlich, da sowohl verstarkte als auch abgeschwachte Verlaufe der CAA im
Mausmodell beobachtet werden (Asuni 2006, Ferrer 2004, Prada 2007, Schroeter
2008). Die Arbeiten von Boche et al. zeigen, dass AB-Clearanceprozesse nach einer
Immunisierung zeitlich verzégert in mehreren Stadien ablaufen, sodass sich die
immunisierungs-assoziierte CAA je nach Therapiedauer und Beobachtungszeitpunkt
unterscheidet (Boche 2008). Boche et al. konnten auch zeigen, dass sich die
immunisierungs-assoziierte CAA der intraparenchymalen Gefal3e wesentlich von der
immunisierungs-assoziierten CAA der meningealen Gefale unterscheidet (Boche
2008 und 2010).

Die hier vorgelegten Daten zeigen eine Zunahme der meningealen CAA nach aktiver
Immunisierung gegen Ap42, sowohl bei Tieren mit intaktem P-gp als auch bei P-gp
Knockout. Die CAA der Parenchymgefal3e war dagegen ausschlie3lich bei Tieren mit
P-gp Knockout erhoht.

Mit Blick auf die bisherigen Ausfiuihrungen lassen sich insgesamt zwei wesentliche
Schlisse ziehen:

1. Ohne funktionales P-gp kann eine Anti-AB-Immuntherapie zur Behandlung

der AD prinzipiell erfolgreich sein.

2. Ohne funktionales P-gp ist die Wirksamkeit einer Anti-AB-Immuntherapie zur
Behandlung der AD wesentlich abgeschwécht. Insbesondere ist offenbar der
Abtransport von mobilisiertem AB aus dem Hirngewebe gestort. Dies spiegelt
sich bei Tieren mit P-gp Knockout einerseits in einer verzogerten Ap-
Clearance wieder, andererseits aber insbesondere auch in einer

prolongierten/verstarkten CAA.

Ursachen der immunisierungs-assoziierten CAA

Ein wesentlicher Teil der Immunisierungswirkung wird in der antikGrpervermittelten
Stérung der Polymerisationskaskade von AB gesehen (Golde 2003, Yamada 2009),
sodass die Neubildung unldslicher fibrillarer AB-Ablagerungen gehemmt wird.
Gleichzeitig wird unlésliches fibrillares AR durch Oberflachenbindung von Anti-ApB-
Antikérpern wieder in Losung gebracht (Golde 2003). Durch diesen Prozess kann

bereits in Form von senilen Plaques abgelagertes AB abgebaut werden. Beide
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Effekte, die Hemmung der Polymerisation und die Auflosung bereits bestehender AB-
Ablagerungen fihren gleichzeitig dazu, dass die Konzentration von
(antikdrpergebundenem) loslichem AB im Hirngewebe steigt (Weller 2009). Dieses
geléste AB muss dann uUber die entsprechenden Clearance-Systeme eliminiert
werden (Boche 2010, Weller 2009). Der Hauptanteil der Clearence erfolgt dabei
durch passive perivaskulare Drainage und aktiven Transport tber Effluxpumpen
(Dean 2009, Sagare 2007, Weller 1998 und 2009).

In der Frihphase nach der Immunisierung gegen AR kommt es offenbar zu einer
Uberlastung dieser Clearance-Systeme durch massenhaftes Anfluten von I6slichem
AB, sodass sich konsekutiv AB in Form einer CAA in der Gefal3wand ablagert (Boche
2008 und 2010, Weller 2009). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
der (Funktions-) Verlust von P-gp diese Uberlastung aggraviert und die Clearance
von AB zusatzlich verzogert, sodass die immunisierungs-assoziierte CAA weiter

verstarkt und prolongiert wird.

Die Arbeiten von Vogelgesang et al. weisen auf einen kausalen Zusammenhang
zwischen der Ablagerung von AB und der Expression von P-gp hin: Zwischen beidem
zeigt sich eine inverse Korrelation im Gehirn dementer und nicht-dementer alterer
Verstorbener (Vogelgesang 2002 und 2004). Deo et al. konnten dartber hinaus
bereits bei milder AD einen Funktionsverlust von P-gp und damit einen ungunstigen

Einfluss auf den Krankheitsverlauf aufzeigen (Deo 2014).
Fraglich ist dabei ob

a. in der GefalRwand abgelagertes AB eine geringere Expression von P-gp
bewirkt

oder ob

b. die per se verringerte Expression von P-gp sekundar zur Ablagerung
von AB in der Gefaldwand fuhrt.

Vogelgesang et al. nehmen an, dass die bei der AD beobachtete CAA und damit die
Ablagerung von AR in der GefalRwand selbst das initiale Ereignis darstellt
(Vogelgesang 2004). Diese Annahme konnten sie auch experimentell belegen. Sie

untersuchten dazu die mRNA-Expression verschiedener Effluxtransporter im Gehirn
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von Mausen nach subkutaner Applikation von AB40 bzw. AB42. Dabei konnten sie
eine Reduktion der mRNA von P-gp und LRP1 durch AB42 feststellen (Brenn 2011).
Hartz et al. konnten zeigen, dass AB40 die Degradation von P-gp beschleunigt (Hartz
2016). Diese Arbeiten stitzen die oben genannte Vermutung a). Die Arbeiten von
Cirrito et al. und Wang et al. sowie die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen jedoch,
dass auch eine initial zugrundeliegende Minderfunktion von P-gp, beispielsweise bei
altersbedingt verringerter Expression (Vogelgesang 2004), und damit Vermutung b)
Ursache fur die von Vogelgesang et al. beobachtete Konstellation sein kann (Cirrito
2005, Wang 2016).

In der Zusammenschau dieser Arbeiten sprechen die Ergebnisse flr einen circulus
vitiosus aus CAA und P-gp-Dysfunktion: Durch positive Ruckkopplungseffekte
verstarken sich P-gp-Dysfunktion und CAA gegenseitig, wobei das eine oder das
andere Ausgangspunkt des circulus sein kann (vgl. Abbildung 4-1).

P-gp Verlust AB-Akkumulation

Amyloidangiopathie

Abbildung 4-1: Circulus vitiosus von AB-Akkumulation, CAA und P-gp-Dysfunktion. Da sich die
CAA und die Dysfunktion von P-gp durch positive Riickkopplung wechselseitig verstarken,
kann sowohl die CAA als auch die Dysfunktion von P-gp Ausgangspunkt des circulus sein. Die
Dysfunktion von P-gp kann demnach, wie auch die CAA selbst, als hinreichende Bedingung
fiir die Entstehung einer AD betrachtet werden.
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Theoretische Uberlegungen zur Existenz solcher auf dem Ruckkopplungsprinzip
basierenden Mechanismen wurden bereits von Erickson und Banks angestellt
(Erickson 2013). Die vorliegenden Daten bieten nun erstmals einen Beleg dafiir, dass
derartige Feedbackschleifen tatsachlich existieren und eine Bedeutung in der

Pathogenese der AD haben kdnnten.

In logischer Konsequenz kann ein (Funktions-) Verlust von P-gp die Entwicklung
einer AD begunstigen bzw. hinreichende Bedingung fir das Auftreten einer AD sein
(Erickson 2013). Gleiches gilt dabei fir die CAA selbst, da diese Erkrankung auch als
eigenstandige Entitat unabhangig von der AD auftreten kann (Jellinger 2002). Eine
Dysfunktion von P-gp erweist sich daher mdglicherweise per se als eigenstandiger
Risikofaktor fur die AD (Cirrito 2005, Erickson 2013, Vogelgesang 2011). Von
Interesse ist folglich, ob neben dem senilen Verlust und der Induktion/Inhibition von
P-gp weitere Faktoren auf die Funktion von P-gp einwirken. Diskutiert wird dies unter
anderem bei Diabetes mellitus und Adipositas (Erickson 2013). Daneben sind
inhibierende oder Loss-of-Function-Mutationen im MDR1a-Gen der Maus sowie in
den MDR1-Genen bei Hund (MDR1-1 Delta Variante) und Katze bekannt, welche zu
einer angeborenen Dysfunktion von P-gp fuhren (Coelho 2009, Mealey 2001 und
2015a/b, Tombline 2004). Vergleichbare Mutationen im humanen MDR1-Gen
kénnten daher ebenfalls unabhéangige Risikofaktoren fur die Entwicklung einer AD
darstellen. Bekannt ist auch, dass die Interaktion verschiedener Medikamente zur
Inhibition von P-gp und damit zur erworbenen P-gp-Dysfunktion fihren kann (Coelho
2009, Mealey 2015b), sodass eine langjahre Einnahme entsprechender Préparate
ebenfalls die Ap-Clearence beintrachtigen und das Risiko fur eine AD erhdhen
kénnte (Cirrito 2005).

Von einigen Tumoren ist bekannt, dass sie durch die Uberexpression von P-gp
resistent gegen verschiedene Chemotherapeutika sind (Gouazé 2004, Hill 1990,
Peng 2012, Stavrovskaya 2008). Eine solche angeborene oder erworbene
Uberexpression von P-gp an der BBB konnte eine protektive Wirkung gegenuiber der

AD aufweisen.

Daruber hinaus gleicht das Substratspektrum von P-gp dem von CYP3A (Kim 1999).
Beide Enzyme sind durch eine grol3e Anzahl von Substanzen hemm- bzw.

induzierbar (Brenn 2014, Kim 2002), von CYP3A sind zudem Interaktionen mit einer
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Reihe von Lebensmitteln bekannt (Fujita 2004, Lin 1998, Zhou 2008b). Es liegt daher
nahe anzunehmen, dass auch der Konsum entsprechender Lebensmittel und damit
die Ernahrung allgemein eine Bedeutung in der Pravention bzw. Entstehung der AD

hat, welche es weiter zu evaluieren gilt.

Erweiterter Erklarungsansatz fr die immunisierungs-assoziierte CAA unter

Berucksichtigung der AB-Anti-AB-Antikorper-Interaktion

Es wurde bereits darauf verwiesen, dass ein wesentlicher Teil der
Immunisierungswirkung offenbar durch Anti-Ap-Antikdrper vermittelt wird. Daflr

sprechen

1. die bereits beschriebenen Clearancemechanismen von AP nach aktiver
Immunisierung gegen A (DeMattos 2001, Golde 2003, Yamada 2009).

2. die Tatsache, dass Anti-AB-Antikdrper nach einer aktiven/passiven
Immunisierung direkt intrathekal bzw. intraparenchymal nachgewiesen werden
konnen (Bard 2000, Wilcock 2004a).

3. die APB-Reduktion im murinen und humanen Gehirn nach passiver
Immunisierung gegen AB (Schroeter 2008, Wilcock 2004a/b).

Die Opsonierung von AB durch Bindung von Anti-AB-Antikérpern flhrt zur verstarkten
mikroglialen Phagozytose (Bard 2000, Nicoll 2003, Wang 2011, Wilcock 2004a). In
der vorliegenden Arbeit besteht bei allen Tieren eine enge Assoziation von Mikroglia
und Ap-Ablagerungen (vgl. Kapitel 3.7), unabhangig von der zugehdérigkeit zu Impf-
und Kontrollgruppe. Die Anzahl aktivierter Mikroglia korreliert im Allgemeinen
offenbar besser mit der AB-Gesamtmenge im Gehirn als mit einer stattgehabten
Immunisierung gegen AB (Arendash 2001, Wegiel 2001, Wilcock 2004a).

Bei geimpften Tieren fand sich in der vorliegenden Arbeit eine auffallige, von IBA1-
positiven Mikroglia/Makrophagen dominierte, perivaskuldre Entztindungsreaktion,
deren Auftreten in der Literatur mit dem Vorhandensein von Anti-AB-Antikdrper in
Verbindung gebracht wird (Orgogozo 2003). Diese entziindliche Reaktion wurde in
klinischen Studien auch bei Alzheimer-Patienten beobachtet und stellt neben
Blutungsereignissen die Hauptkomplikation einer Immunisierungstherapie bei der AD
dar (Ferrer 2004, Jospeh-Mathurin 2013, Orgogozo 2003, Scolding 2005).
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Anti-AB-Antikorper und AR bilden sowohl in vitro als auch in vivo Immunkomplexe, die
als unlosliche Prazipitate ausfallen kbnnen (Gorgani 1996). Solche Immunkomplexe
entstehen insbesondere dann, wenn die Konzentration von Antigen und Antikdrper
vergleichsweise hoch und &aquimolar ist. Dies ist im Falle von AR und Anti-AB-
Antikdrpern aufgrund der AB-Verteilung im Kérper hauptsachlich an der BBB und im
Hirngewebe gegeben (Liu 2003, Ruiz 2013).

Immunkomplexe aus Anti-AB-Antikorper und AR stimulieren, wie bereits erwahnt, die
Phagozytose und unterbinden die Polymerisationskaskade des AB. Zugleich sind
diese unléslichen Prazipitate, wie auch die AB-Polymere selbst, unzugéanglich fur
einige der zuvor erlauterten Clearance-Systeme des l6slichen AR (Weller 2009). Dies
trifft insbesondere auf den aktiven Transport durch Transporter und die passive
Drainage entlang der Virchow-Robin-Raume zu; beide Prozesse sind an der BBB
lokalisiert. Die Clearance des mobilisierten, antikbrpergebundenen AB wird dadurch
gestort und verzogert (Weller 2009). Es resultiert eine Verlagerung von AB aus
intraparenchymalen, unloslichen Fibrillen hin zu intra- und perivaskularen

Immunkomplexen aus AB und Anti-AB-Antikdrpern (vgl. Abbildung 3-1).

Im Unterschied zur ,klassischen CAA", die typischerweise im Rahmen der AD oder
als isolierte Entitat beobachtet wird und bei der die Ablagerungen aus fibrillarem AR
bestehen (Roher 1993, Serrano-Pozo 2009, Weller 1998), ist diese ,immunisierungs-
assoziierte CAA” durch Immunkomplexe aus antikorpergebundenem AR aufgebaut.
Immunkomplexe besitzen im Gegensatz zu reinem AB ein hohes
proinflammatorisches Potential (Aderem 2003, Robertson 1939). Dadurch kann
erklart werden, warum bei der ,klassischen CAA” selten entzundliche Veranderungen
beobachtet werden (Serrano-Pozo 2011), bei der ,immunisierungs-assoziierten CAA”
dagegen jedoch sehr haufig (Ferrer 2004, Liu 2009, Nicoll 2003, Orgogozo 2003,
Thakker 2009). Die Co-Lokalisation von dreiwertigem Eisen und ,immunisierungs-
assoziierter CAA” (Abbildungen 3-14 und 3-15) legt zudem nahe, dass diese
Inflammation der Gefal3e auch Ursache der klinisch und experimentell h&aufig
beobachteten immunisierungs-assoziierten Blutungen ist (Ferrer 2004, Jospeh-
Mathurin 2013, Orgogozo 2003, Pfeifer 2002, Schroeter 2008, Thakker 2009, Wang
2011).
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Daraus ergibt sich die Hypothese fir eine kaskadenartige Kausalkette zur Erklarung
einer immunisierungs-assoziierten Angiitis, die mit initialen AB-Ablagerungen in der
GefalRwand beginnt (vgl. Abbildung 4-2b). An diese Ablagerungen binden polyklonale
Anti-AB-Antikorper, welche durch die aktive Immunisierung gegen AR induziert
wurden. Zuséatzlich werden auch direkt Immunkomplexe aus dem Hirngewebe in die
GefalRwand eingelagert (Abbildung 4-2c). Diese abgelagerten Immunkomplexe
stimulieren einwandernde mikrogliale Zellen (Abbildung 4-2d), wodurch die
Chemotaxis weiterer mononukledrer Blutzellen (Lymphozyten, Makrophagen)
ausgelost und der entziindliche Prozess verstarkt wird (Loissinsky 2004). Dariber
hinaus kénnen mononukleare Blutzellen durch Kontakt der Immunkomplexe zum
Blutstrom auch direkt aktiviert und angelockt werden (Aderem 2003). Im Verlauf
ergibt sich das morphologische Vollbild der Angiitis (Nicoll 2003, Abbildung 4-2e).
Durch zellulare und biochemische zytotoxische Effekte tritt schlie3lich ein
GefalBwandschaden auf, der =zu klinisch beoachtbaren und histologisch
nachweisbaren Mikroblutungen fuhrt (Orgogozo 2003, Abbildung 4-2f).

Es wird diskutiert, ob auch sporadisch auftretende atypische Hirnblutungen bei
Patienten mit einer CAA Folge solcher entziindlicher Prozesse sind (Herzig 2006,
Smith 2009).

Hier bietet sich zudem ein Erkldrungsansatz zur Pathogenese der eingangs kurz
erwahnten ABRA, die in ihrer Erscheinung der ,immunisierungs-assoziierten CAA”
mit Angiitis stark @hnelt (Salvarani 2013, Scolding 2005): Bei Patienten mit einer
ABRA wird die spontane Bildung von Anti-AB-Antikdrpern ohne vorangegangene
therapeutische Anti-AB-Immunisierung beobachtet (Bogner 2014, DiFrancesco 2011,
Hermann 2011). Diese Antikoérper bilden im Hirngewebe und den GefaBwanden
Immunkomplexe mit AB und l6sen so die beschriebene Kaskade bis hin zur
symptomatischen Entziindung an den Gefal3en aus. Es handelt sich also um eine
~immunisierungs-assoziierte CAA” mit Angiitis nach ,Auto-Immunisierung” gegen A
im Sinne einer Typ-ll- bzw. Typ-lll-Uberempfindlichkeitsreaktion nach Coombs und
Gell (Bogner 2014). Interessanterweise resultiert auch bei der ABRA eine offenbar
antikdrpervermittelt-gesteigerte Clearance von AB. Daraus erklart sich mutmaflich
die bei ABRA-Patienten beziiglich der kognitiven Fahigkeiten glinstigere Prognose im
Vergleich zu Patienten mit klassischer AD (Bogner 2014).
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Abbildung 4-2: Schematische Darstellung

a) Regelhaftes intraparenchymales
BlutgefaR im Gehirn mit unauffalliger
Intima und Media. Perivaskular ist der
Virchow-Robin-Raum  sichtbar.  HE-
Farbung

b) Entstehung der CAA durch
Einlagerungen von AB in die GefaBwand,
in diesem Fall im Rahmen eines Morbus
Alzheimer. Darstellung von AR

c¢) Durch die Immunisierung wird
verstarkt I6sliches AB in die GefaBwand
verlagert. Anti-AB-Antikérper binden an
das vaskulare AB. Zusatzlich lagern sich
Immunkomplexe ab. Darstellung von IgG

d) Mikroglia migriert in den Virchow-
Robin-Raum und in die GefaBwand ein.
Durch den Kontakt zu Immunkomplexen
werden die eingewanderten mikro-
glialen Zellen stimuliert. Darstellung von
IBA1

e) Stimulierte Mikroglia lockt chemo-
taktisch mononukledre Blutzellen an.
Diese werden auch durch die
Immunkomplexe selbst angelockt. HE-
Farbung

f) Die fortdauernde Entziindung fiihrt zur
GefaBwandschadigung und konsekutiv zu
Mikroblutungen. Das in der Folge
abgelagerte 3-wertige Eisen ist dann
histologisch nachweisbar. Berliner-Blau-
Reaktion

der postulierten Pathogenese einer

immunisierungs-assoziierten Angiitis, hier im Alzheimer-Mausmodell. Schliisselelemente
stellen gelostes AB (Kreuz), induzierte Anti-AB-Antikorper (griines Y) und Mikroglia bzw.
mononukledre Blutzellen dar. 200-fache VergroRerung
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4.4 Methodendiskussion

Die Induktion einer polyklonalen Antikorperantwort gegen AR durch aktive
Immunisierung mit Ap42 stellte den Kern des in dieser Arbeit vorgestellten
Experimentes dar. Es wurde gezeigt, dass diese polyklonalen Antikérper mit AR
interagieren und in vivo Immunkomplexe formen, die im paraffinieren Gewebe
nachweisbar sind. Passend zu diesem Ergebnis ist aus der Literatur bekannt, dass
entsprechende Immunkomplexe auch im Serum gefunden werden kdénnen (Li 2007).
Es muss daher davon ausgegangen werden, dass auch im eingefrorenen
Frischgewebe (Ausgangspunkt fur die Quantifizierung der AB-Fraktionen mittels
ELISA) solche Immunkomplexe aus AB und Anti-AB-Antikorpern vorhanden sind.

Mehrere der hier verwendeten Methoden beruhen auf der Interaktion zwischen
Antigen und Antikérper, um ein spezifisches Antigen qualitativ oder quantitativ
nachzuweisen, darunter ELISA und Immunhistochemie (Belanger 1973, Engvall
1972; vgl. Kapitel 2.7 und 2.9). Praformierte Immunkomplexe im Analysegut kdnnen
zu einer Reihe von Interferenzen mit diesen Methoden und dadurch zu verfalschten
Ergebnissen fuhren (Li 2007, Schipbach 1996).

Interferenz praformierter polyklonaler Anti-AB-Antikorper im ELISA

Li et al. konnten zeigen, dass durch praformierte Immunkomplexe unter Umstanden
falsch zu niedrige Anti-AB-Antikorpertiter nach Immunisierung gegen AB42 gemessen
werden: Die induzierten Anti-AB-Antikdrper bildeten mit dem AR im Blutplasma frei im
Blutstrom zirkulierende Immunkomplexe, wodurch sie selbst maskiert und mittels
ELISA nicht mehr nachweisbar waren (Li 2007).

Durch die Epitop-Maskierung eines monoklonalen Analyse-Antikorpers sind
insbesondere aber auch falsch-niedrige Werte fur die Konzentrationen des Antigens,
dementsprechend in diesem Fall von loslichem bzw. unléslichem AR, denkbar (vgl.
Abbildung 4-3). Diese Problematik ist im Zusammenhang mit der Quantifizierung des
p24-Antigens zum Nachweis einer HIV-Infektion bekannt und dort ndher untersucht
worden (Schipbach 1996).
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Abbildung 4-3: Interaktion praformierter Anti-AB-Antikdrper im ELISA. a) Oben: Lysiertes
Hirngewebe eines ungeimpften Tieres mit geléstem AB (5 Partikel) in einem
antikorperbeschichteten Mikrotiter-Well. Unten: AB bindet an die Beschichtungsantikorper,
sekundar bindet der markierte Analyse-Antikérper. Die AB-Konzentration wird durch die
Anzahl positiver Signale korrekt wiedergegeben (5 Signale bei 5 AB-Partikeln). b) Oben:
Lysiertes Hirngewebe eines gegen AB42 immunisierten Tieres. Neben freiem AP liegen auch
Immunkomplexe aus AP und praformierten polyklonalen Anti-AB-Antikérpern vor. Die Anzahl
der AB-Molekiile ist im Vergleich zu a) identisch (5 Partikel). Unten: Die gebundenen
praformierten Antikorper konnen die Bindung des AB an die Mikrotiterplatte (ganz links)
oder die Bindung des Analyse-Antikorpers (links und rechts) verhindern. Abhadngig vom
Konzentrationsverhaltnis des AB zu den praformierten polyklonalen Antikdérpern kann der
Analyse-Antikorper unter Umstdanden auch regelhaft binden (mittig und ganz rechts). Die
Auswertung ergibt eine falsch-niedrige AB-Konzentration (2 Signale bei 5 AB-Partikeln).

Diese falsch-niedrigen Werte kdnnten die vergleichsweise geringe Differenz in den
Konzentrationen der AB-Fraktionen zwischen geimpften und ungeimpften
Versuchsgruppen innerhalb der vorliegenden Arbeit erklaren.

Interferenz praformierter polyklonaler Anti-AB-Antikdérper in der Immun-

histochemie

Analog zu den geschilderten Problemen beim ELISA sind auch Interferenzen im

immunhistochemischen AB-Nachweis bei immunisierten Tieren denkbar: Praformierte

Antikbrper maskieren das Epitop des Analyse-Antikoérpers, wodurch ein

abgeschwachtes Signal resultiert. Zur Vermeidung dieser Problematik wurde zur

Darstellung von AR ein Immunhistochemie-Protokoll mit einem murinen Primér-
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Analyseantikorper und einem Post-Primary Anti-lgG-Maus-Antikdrper benutzt. Durch
diese Kombination werden sowohl die murinen Primar-Analyseantikorper als auch
die praformierten polyklonalen Anti-AB-Antikérper erkannt, sodass in beiden Féallen
ein positives Signal resultiert. Bei Vorhandensein praformierter polyklonaler Anti-Ap-

Antikorper ist dieses Signal amplifiziert.

In beiden dargelegten Féllen, also auch bei der in dieser Arbeit aufgetreten
Amplifikation, ist das ermittelte Signal dabei ortlich identisch zum ,wahren” Signal.
Bei der Auswertung der entsprechenden Farbungen war ausschlie3lich die
Lokalisation, nicht jedoch die Starke des Signals relevant. Daher traten keine
Interferenzen bei der manuellen bzw. semiautomatischen Auswertung auf (vgl.
Kapitel 2.10). Eine detaillierte grafische Darstellung der ausgefiihrten Schilderungen

bezuglich der immunhistochemischen Methoden findet sich in Anhang 10.

Die Interaktion  praformierter Immunkomplexe mit den  verwendeten
immunhistochmischen Methoden kann unter Umstdnden das auffallige globulare
Farbemuster der intraparenchymalen CAA bei geimpften Tieren erklaren (vgl. Kapitel
3.8 und Abbildung 3-11). Alternativ kommen als Erklarung auch die oben genannten
Schilderungen zur "immunisierungs-assoziierten CAA" bzw. eine Kombination dieser

beiden Phdnomene in Betracht (vgl. Kapitel 4.3).

Vorgehen bei praformierten polyklonalen Anti-AB-Antikdrpern

Obwohl Antigen/Antikérper und Immunkomplexe in einem Gleichgewicht stehen
(Riverberi 2007), sind groRe physikalische bzw. chemische Krafte nétig, um eine
Antigen-Antikorper-Bindung zu l6ésen (Milgrom 1965). Je nach Fragestellung,
Analysemethode und Affinitat des Antikdrpers zum Antigen kdnnen verschiedene
Verfahren angewandt werden, um praformierte Immunkomplexe zur Dissoziation zu
bringen und die oben beschriebenen Interaktionen zu umgehen (Milgrom 1965).
Lietal. haben den pH-Wert im Tragermedium auf 2,5 bzw. 3,5 abgesenkt,
Schupbach et al. die Temperatur fur 5 min auf 100 °C erhéht (Li 2007, Schipbach
1996). Beide Verfahren fuhren aber zu weiteren biochemischen Reaktionen innerhalb
der Probe und schranken dadurch die Auswertbarkeit erheblich ein. Insbesondere
kénnen auch in so behandelten Proben falsch-positive bzw. falsch-negative Werte
auftreten (Li 2007, Schupbach 1996).
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In der vorliegenden Arbeit wurde daher bewusst auf eine Vorbehandlung des Serums
bzw. des Hirngewebes verzichtet, wohlwissend dass die so gewonnen quantitativen
Werte der Anti-AB-Antikorpertiter und der I6slichen bzw. unldslichen AB40-/AB42-
Fraktionen bei geimpften Tieren einem systematischen Fehler unterliegen kénnten.
Die hier gewahlten Methoden kommen so auch Ublicherweise in vergleichbaren
Arbeiten zur Anwendung (Cribbs 2003, Holmes 2008, Janus 2000, Petrushina 2007).
Aufgrund des oben erwadhnten Potentials fir systematische Fehler sollten mittels
ELISA oder Immunhistochemie gewonne Daten von Versuchstieren oder Probanden,
die aktiv oder passiv gegen AB immunisiert wurden, kritisch im jeweiligen Kontext
evaluiert werden. Gegebenenfalls sollte auf alternative Bestimmungsmethoden, wie
beispielsweise Immunopréazipitation gepaart mit Massenspektrometrie (Wang 1996),

zuruckgegriffen werden.

4.5 Welchen Einfluss hat P-gp auf die Therapie der AD,

insbesondere bei der Immunisierung gegen AB?

Die in vielen Nationen ansteigende Lebenserwartung mit dem damit verbundenen
Anstieg dementieller Erkrankungen stellt eine wachsende Herausforderung fur die
globalen Gesundheitssysteme dar. Trotz vielversprechender Therapiekonzepte ist bis

heute keine erfolgreiche Behandlung der AD mdglich (Yannopoulou 2013).

Aktive und passive Immunisierungen gegen AB konnten zwar einige charakteristische
morphologischen Verédnderungen wie senile Plagues und CAA im Gehirn von Tier
und Mensch rickgangig machen (Ferrer 2004, Janus 2000, Schenk 1999, Wilcock
2004a/b), die deutliche Verbesserung der Kognition bei Alzheimer-Patienten blieb

bisher - anders als im Mausmodell - jedoch aus (Holmes 2008, Nicoll 2003).

Obwohl die genauen Ursachen der mangelhaften Wirksamkeit einer Immunisierung
gegen AB beim Menschen ungeklart sind, ist ein wesentlicher Einfluss spezifischer
Transportproteine an der BBB, insbesondere P-gp, auf den AB-Stoffwechsel
erwiesen (Bierhaus 2005, Brenn 2011, Deane 2003, Hartz 2010, Jedlitschky 2010,
Krohn 2011, Kuhnke 2007, Lam 2001, Shibata 2000, Vogelgesang 2002, 2004 und
2011).
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Verlust von P-gp an der BBB die
Wirksamkeit einer aktiven Immunisierung gegen AB42 wesentlich
beeintrachtigt. Aufgrund der Wirkungsweise einer aktiven Immunisierung gegen A
ist davon auszugehen, dass der Verlust von P-gp auch die Wirksamkeit einer
passiven Immunisierung gegen AP erheblich abschwacht. Aufgezeigt wurde
ebenfalls, dass diese abgeschwachte Wirksamkeit der Immunisierung gegen AR
durch

I. eine per se erhohte AB-Last im P-gp-defizienten Gehirn (Cirrito 2005,
Wang 2016)

II. eine aufgrund der P-gp-Dysfunktion a priori gestorte AR-Clearence (Cirrito
2005, Vogelgesang 2004)

lll.  eine aufgrund einer Feedbackschleife zwischen CAA und P-gp-Dysfunktion

a posteriori gestorte AB-Clearance

bedingt sein kann. Die Ergebnisdiskrepanz zwischen Tiermodell und menschlichen
Probanden bei der Immuntherapie der AD kann daher durch eine Dysfunktion von P-
gp zumindest teilweise erklart werden (Kokjohn 2009, Tanzi 2004, Vogelgesang
2004). Eine solche P-gp-Dysfunktion wird beispielsweise alterskorreliert beobachtet
(Vogelgesang 2004) und stellt somit offenbar einen eigenstandigen Risikofaktor fur
die Entwicklung einer AD dar (Cirrito 2005, Erickson 2013, Vogelgesang 2011).

Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, dass der Verlust von P-gp an der BBB
auch die immunisierungs-assoziierte CAA im Hirnparenchym verstarkt.
Offenbar kann das durch die Immunisierung rasch anflutende mobilisierte A nicht
adaquat aus dem Hirngewebe abtransportiert werden und lagert sich stattdessen in
den GefalBwanden ab (Weller 2009). Der Verlust von P-gp verstarkt diesen Prozess

zusatzlich.

Die immunisierungs-assoziierte CAA der meningealen Gefal3e wird dagegen
nicht durch die Expression von P-gp beeinflusst, ebensowenig die mikrogliale
Aktivitat.

Trotz der Stérung der AB-Clearance und der damit verbundenen verstarkten

Ablagerung von AB hat die Expression von P-gp an der BBB Kkeinen
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nachweisbaren Einfluss auf andere, unerwiinschte Immunisierungswirkungen

wie Mikroblutungen oder eine Angiitis/Meningitis/Enzephalitis.
In dieser Arbeit konnten zudem weitere wesentliche Erkenntnisse gewonnen werden:

e Basierend auf der Ruckkopplung zwischen der P-gp-Dysfunktion und den A-
Ablagerungen im Rahmen der CAA wurde ein Modell fir einen
selbstverstarkenden Regelkreis zwischen den beiden Effekten beschrieben
(vgl. Kapitel 4.3).

e Zur Erklarung der immunisierungs-assoziierten Angiitis/Meningitis bzw. der
ABRA wurde ein Modell postuliert, das sich auf eine Inflammationskaskade
basierend auf Immunkomplexen aus AR und Anti-ABR-Antikdrpern stitzt (vgl.
Kapitel 4.3).

4.6 Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse und Konzepte erdffnen vielfaltige neue
Fragestellungen, die weitergehende Untersuchungen notwendig werden lassen.
Diese Fragestellungen betreffen neben dem Stoffwechsel von AB und erweiterten
Therapiekonzepten auch die Funktion von P-gp an der BBB per se. Zukunftig gilt es
zu klaren, ob beispielsweise bekannte Mutationen im MDR1a-Gen der Maus bzw.
den MDR1-Genen von Hund und Katze (Coelho 2009, Mealey 2001 und 2015a/b,
Tombline 2004) eine Relevanz in der Pathogenese der AD haben, und ob

vergleichbare Mutationen auch im humanen MDR1-Gen existieren.

Gleichzeitig eroffnen sich neue Therapieansatze fur die AD mittels einer Kombination
von Anti-AB-Immunisierung und simultaner P-gp-Induktion an der BBB. Brenn et al.
konnten zeigen, dass die Induktion der P-gp-Expression im AD-Mausmodell mit sonst
physiologischer P-gp-Funktion die AB-Clearance verbessert (Brenn 2014). Es ist
anzunehmen, dass eine entsprechende Kombinationstherapie eine additive oder
uberadditive/synergistische Steigerung der AB-Clearence bewirkt, insbesondere im

P-gp-defizitaren senilen Gehirn.

Aufgrund der hier postulierten Ruckkopplungsschleife zwischen CAA und P-gp-

Dysfunktion  (vgl. Kapitel 4.3) ist ebenso anzunehmen, dass eine

Kombinationstherapie von Anti-AB-Immunisierung und P-gp-Induktion eine
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immunisierungs-assoziierte CAA abschwachen oder verhindern kann. Fraglich ist, ob
diese Kombinationstherapie auch das Auftreten einer immunisierungs-assoziierten

Angiitis beeinflussen kann.

Bislang ist unklar, ob die verringerte APB-Clearance bei Verlust von P-gp,
beispielsweise im Alter, durch andere Clearanceprozesse kompensiert werden kann
und ob die verminderte Clearance von AB zu Adaptationsprozessen an der BBB
fuhrt. So ware beispielsweise eine verstarkte Expression des Transporters LRP1
maoglich (Qosa 2012), wobei bislang unbekannt ist, ob auch LRP1 (analog zu P-gp)
durch AB-Ablagerungen in der GefalRwand in Form einer CAA beeinflusst wird. Und
schlie3lich stellt sich auch die Frage, ob der Verlust von P-gp Einfluss auf die
Pathogenese anderer neurodegenerativer Erkrankungen hat (Bartels 2011,
Rapposelli 2009, Vogelgesang 2006).

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse und Konzepte kénnen einen
wesentlichen Beitrag zur Beantwortung der oben genannten Fragestellungen leisten.
Samtliche diskutierten Therapiekonzepte konnen jedoch nur dann Erfolg haben,
wenn die Therapie frihestmdglich und gunstigstenfalls vor dem Verlust der
kognitiven Fahigkeiten eingeleitet wird (Lambracht-Washington 2013, Spencer 2014,
Wiesniewski 2008).
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Zusammenfassung

Einleitung: Die Immunisierung gegen B-Amyloid in der Therapie des Morbus
Alzheimer fuhrt im Mausmodell zur Verbesserung von [-Amyloid-Clearance und
Kognition. In klinischen Studien an Alzheimer-Patienten wurde eine gesteigerte
B-Amyloid-Clearance beobachtet, jedoch blieb die Verbesserung der Kognition aus.
Stattdessen fand sich eine verstarkte Amyloidangiopathie kombiniert mit einer
Zunahme intrazerebraler Blutungen. Die alters-korrelierte Dysfunktion von
P-Glycoprotein, welches B-Amyloid aktiv Uber die Blut-Hirn-Schranke transportiert,

konnte diese Phanomene erklaren.

Material und Methoden: Zunéchst wurde ein transgenes Alzheimer-Mausmodell mit
kombiniertem Knockout von P-Glycoprotein generiert. Versuchstiere dieses Stammes
wurden zusammen mit einer Kontrollgruppe mit funktionalem P-Glycoprotein Uber
einen Zeitraum von 56 Wochen aktiv seriell gegen B-Amyloid 1-42 immunisiert. Dann
wurden die Anti-B-Amyloid-Antikdrperbildung, die B-Amyloid-Last im Hirngewebe und
an den HirngefalRen, die mikrogliale Aktivitat sowie Mikroblutungen und entziindliche
Veranderungen an Gefal3en und Meningen qualitativ und quantitativ evaluiert.

Ergebnisse: Bei Tieren mit intaktem P-Glycoprotein fuhrte die Immunisierung zur
signifikanten Reduktion der senilen Plagues sowie des ldslichen und unldslichen
B-Amyloids. Bei Tieren mit Knockout von P-Glycoprotein war dieser Effekt wesentlich
abgeschwacht, gleichzeitig bestand eine starkere intrazerebrale Amyloidangiopathie
als bei Tieren mit intaktem P-Glycoprotein. Die mikrogliale Aktivitat und entzindliche

Veranderungen waren in beiden Stammen identisch ausgepragt.

Diskussion: Der Knockout von P-Glycprotein an der Blut-Hirn-Schranke fuhrt im
transgenen Mausmodell nach aktiver Immunisierungstherapie gegen 3-Amyloid 1-42
zu einer gestorten B-Amyloid-Clearence. Riuckkopplungseffekte zwischen der
Dysfunktion von P-Glycoprotein und der Amyloidangiopathie bilden dabei einen
selbstverstarkenden Feedback-Mechanismus. Dies kann die diskrepanten
Ergebnisse einer Anti-B-Amyloid-Immunisierungstherapie zwischen Tiermodell und
klinischen Studien mit Alzheimer-Patienten erklaren. Gleichzeitig ergibt sich ein
Behandlungs- und Praventionsansatz fur den Morbus Alzheimer durch eine

Kombinationstherapie aus Anti-AB-Immunisierung und P-Glycoprotein-Induktion.
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Abstract

Background: Immunization against B-amyloid as a treatment of Alzheimer’s disease
leads to an improvement of the clearence of 3-amyloid and cognition in a transgenic
mouse models of alzheimer’s disease. However, despite a greater B-amyloid
clearence in clinical studies with patients with Alzheimer’s disease no improvement of
cognitive function was observed. Instead, an increased amyloidangiopathy along with
increased intracerebral hemorrhages was found. An age-related decline of the
function of P-glycoprotein, which actively removes B-amyloid from the brain across

the blood-brain barrier may explain these phenomena.

Methods and Material: At first, a transgenic mouse model of Alzheimer's disease
carrying a knockout mutation of P-glycoprotein was generated. These animals along
with a control group with functional P-glycoprotein were actively serial immunized
against B-amyloid 1-42 over the course of 56 weeks. Anti-B-amyloid-antibody
formation, B-amyloid burden in brain tissue and brain vessels, microglial activity and
microbleedings as well as inflammatory changes at intracerebral vessels and

meninges were qualitively and quantatively evaluated.

Results: In animals with intact P-gylcoprotein the immunization led to a significant
reduction of both, senile plaques and soluble as well as insoluble B-amyloid. In
animals with knockout of P-gylcoprotein this effect was markedly diminished.
Concurrently, an increased intracerebral amyloid angiopathy was observed in
animals lacking P-glycoprotein compared to those with functional P-glycoprotein.

Microglial activity as well as inflammatory changes were identical in both strains.

Discussion: The knockout of P-glycoprotein at the blood-brain barrier leads to a
disturbance in the clearance of 3-amyloid after active immunization against 3-amyloid
1-42 in a transgenic mouse model of Alzheimer's disease. A link between amyloid
angiopathy and the dysfunction of P-glycoprotein gives rise to a self-energizing
feedback loop. This may explain the discrepancy in the results of an anti-B-amyloid
immunization therapy between animal models and human patients with Alzheimer's
disease in clinical studies. A combined therapy using an anti--amyloid immunization
and an induction of P-glycoprotein may be a promising treatment in the therapy and

prevention of Alzheimer's disease.
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Anhang: Supplementare Abbildungen

Anhang 1. Riuckkreuzungsschema

Ruckkreuzung von C57BL/6 auf FVB
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Anhang 1: Schematische Darstellung der Rickkreuzung von C57BL/6J-Tg (Thyl-
APPK670N/M671L; Thy1-PS1L166P)-Mausen (schwarz) zu FVB.129P2-Tg(Thy1-
APPK670N/M671L; Thy1-PS1L166P N8) (weill). Die Merkmaltragende C57BL/6-Maus wird
mit einer unspezifischen FVB-Maus verpaart, sodass C57BL/6-FVB-Hybriden (grau) generiert
werden. Tiere mit dem gesuchten Merkmal (Kreuz) werden erneut mit unspezifischen FVB-
Mausen weiterverpaart. Mit jeder Generation nimmt statistisch die Anzahl der C57BL/6-
Gene um die Halfte ab, sodass die Nachkommen dem FVB-Hintergrund dhnlicher werden.
Nach 8 Generationen verbleiben rund 1/28 = 0,39% der Gene des C57BL/6-
Hintergrundes. Die Ubereinstimmung zum FVB-Hintergrund betrigt dann 99,61 %.
Merkmaltragende Tiere der 8. Folgegeneration (griin eingekreist) entsprechen den Tieren
des Klons FVB.129P2-Tg(Thy1l-APPK670N/M671L; Thy1l-PS1L166P N8) und reprasentieren
den P-gp Wildtyp-Stamm.
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Anhang 2: Immunisierungsschema

Schema des Ablaufes der Immunisierung

Mausalter
Intervention Geburt 20 Wochen 22 Wochen 26 Wochen 30 Wochen
Impfung mit AB42, 50 ul AB42 50 ul AB42 50 ul AB42 50 ul Ap42
subkutan 50 pl KFA 50 pl IFA 50 pl IFA 50 pl IFA
Kontrolle mit PBS, 100 pl PBS 100 pl PBS 100 pl PBS 100 pl PBS
subkutan
34 Wochen 38 Wochen 42 Wochen 46 Wochen 50 Wochen 56 Wochen
50 ul AB42 50 ul Ap42 50 ul Ap42 50 ul Ap42 50 ul AB42 Perfusion und
50 ul PBS 50 pl PBS 50 ul PBS 50 ul PBS 50 ul PBS Gewebsentnahme
100 pl PBS 100 ul PBS 100 pl PBS 100 pl PBS 100 pl PBS Perfusion und
Gewebsentnahme

Anhang 2: Tabellarische Darstellung des Impfschemas der Interventions- und
Kontrollgruppen. Die Immunisierungslosung wurde unmittelbar vor der Applikation
hergestellt. Die Applikation selbst erfolgte jeweils synchron bei der Impf- bzw. Kontrollgruppe
und stets subkutan in den Nacken.

Anhang 3: Auswahl der ROIs
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Anhang 3: Darstellung der Auswahl der ROIs zur semi-automatischen und manuellen
Auswertung an einem reprasentativen Beispiel. Die ROIs sind quadratisch mit einer
Kantenlange von 0,886 mm. Durch diese Art der Auswahl soll ein moglichst grofSer Anteil der
GroRhirnrinde Uberlappungsfrei abgedeckt werden, um Sampling-Fehler zu vermeiden und
die Auswertung zu standardisieren. Immunhistochemische Darstellung von AB40, 20-fache
VergrolRerung
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Anhang 4: Ablauf der semiautomatischen Auswertung
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Anhang 4: Beispielhafte Darstellung der Bearbeitung einer ROl mittels ImagelJ, hier an der
immunhistochemischen Darstellung von AB40. a) Eine okzipitale ROI, wie sie den unter
Kapitel 2.10 gestellten Kriterien entspricht. Die Plaques sind gut sichtbar. b) Dieselbe ROI wie
nach automatischer Extraktion des spezifischen Farbbereiches und Abzug des
Hintergrundsignals. Der Vergleich mit a) offenbart zusatzliche Ablagerungen, die dem
menschlichen Betrachter moglicherweise entgangen waren. c) Die erkannten und isolierten
Areale wurden im Verarbeitungsprozess automatisch farblich markiert. Von diesen markieren
Arealen wurde durch Image) GroRe und Rundheit bestimmt. Der Vergleich mit a) erlaubt eine
Abschatzung zur Spezifitait und Sensitivitdit der Methode. d) und e) Beispiele fiir ein
schwaches bzw. kraftiges Hintergrundsignal bei zwei verschiedenen Tieren, die eine
dynamische Anpassung der Toleranzbereiche notwendig werden lassen. Bleibt die Anpassung
aus resultieren falsch negative (d) bzw. falsch positive (e) Areale. f) Beispiel fiir ein typisches
Artefakt (Faltenbildung), welches durch Imagel falsch positiv zugeordnet wurde. Solche
Areale wurden nach manuellem Abgleich ausgeschlossen. 50-fache VergrofRerung
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Anhang 5: Kérpergewicht bei Tétung

Totungsgewicht im Vergleich
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Anhang 5: Korpergewicht der Versuchstiere bei Perfusion. Zwischen den Gruppen besteht
kein signifikanter Unterschied. Tiere mit P-gp Knockout zeigen eine geringere aber statistisch
nicht signifikante Varianz des Kérpergewichtes.
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Anhang 6: Anti-AB-Antikérperbildung

Anti-AB42-Antikorperbildung im Vergleich
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Anhang 6: Anti-AB42-Antikorperbildung nach Immunisierung gegen AB42 bzw.
Scheinbehandlung. Hohe Antikérperkonzentrationen finden sich in den aktiv mit AB42
geimpften Gruppen, sowohl bei P-gp Wildtyp- als auch bei P-gp Knockout-Tieren. Den
Kontrollgruppen wurde PBS appliziert, hier ist keine Antikorperbildung nachweisbar.
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Anhang 7: Verteilungsmuster der senilen Plagues

Anhang 7: AB-Plaqueverteilung im Hirn der Versuchstiere a) Ubersicht lber eine
Hemisphdare. Das Punctum maximum der Plaques liegt in der GroBhirnrinde, wobei hier die
Dichte von frontal nach okzipital abnimmt. Gut sichtbar ist die Mitbeteiligung der
Vierhiugelplatte, des Mittelhirns und des Hirnstammes. b) MaRig dichte Plaques im
Hippocampus eines anderen Tieres. c) Plaques im Thalamus und in der Commissura anterior
(unten) bei einem weiteren Versuchstier. d) Ein Versuchstier mit dichten Plaques im Bulbus
olfactorius, ein vergleichsweise seltenes Befallsmuster in dieser Stichprobe. 10- bis 15-fache
VergroBerung, immunhistochemische Darstellung von AB40
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Anhang 8: Mikroblutungen

Residuen nach Mikroblutungen
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Anhang 8: Blutungsresiduen nach Gruppe. Berliner-Blau-positive GefdaBe fanden sich fast
ausschlieBlich in den geimpften Gruppen. Ein einzelnes GefaR eines Kontrollgruppentieres
mit P-gp Wildtyp (*) zeigte geringe Ablagerungen von dreiwertigem Eisen.
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Anhang 9: Angiitis

Angiitis im Gruppenvergleich

Angiitisscore [Mittelwert, 95 % Konfidenzintervall]

T T T T
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Anhang 9: Angiitis im Gruppenvergleich. AusschlieRlich in den geimpften Gruppen fand sich
eine entzindliche Aktivitait an den Gefdlen. Zwischen geimpften P-gp-Wildtyp und
geimpften P-gp-Knockout-Tieren besteht eine geringe Differenz.
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Anhang 10: Interaktion praformierter Anti-AB-Antikdrper in der immunhisto-

chemischen Darstellung von AR

AB-Nachweis mit Mausantikorpern
a b

b Objekttrager mit Gewebe und ‘i:} monoklonaler Anti-Maus-
unloslichem AB Sekundarantikérper mit Signal

monoklonaler Anti-AB- Y praformierte polyklonale
Primarantikérper (Maus) Anti-AB-Antikdérper

AB-Nachweis mit Kaninchenantikorpern
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{:} monoklonaler Anti-Kaninchen-
Sekundarantikérper mit Signal
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Anhang 10: Interaktion praformierter Anti-AB-Antikérper im immunhistochemischen
Nachweis von AB. a) Normalfall, AB-Nachweis durch murine Anti-AB-Primarantikorper. Der
obere Objekttrager zeigt die Ausgangssituation mit AB im Schnittprdparat eines
Kontrollgruppentieres. Der untere Objekttrager zeigt die Situation nach Zugabe des Anti-ApB-
Primarantikorpers (gewonnen aus der Maus) und des Anti-Maus-Sekundarantikérpers. Als
Standardergebnis resultieren 4 Signale. b) AB-Nachweis mit Mausantikérpern bei gegen AB
immunisierten Tieren, wie er auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit genutzt wurde. Der
obere Objekttrager zeigt die Ausgangssituation: Hier sind bereits Immunkomplexe aus AP
und praformierten Anti-AB-Antikorpern (griin) im Praparat vorhanden. Werden nun Primar-
und Sekundéarantikorper appliziert (unterer Objekttréager), dann binden Anti-Maus-
Sekundarantikorper auch an praformierte Immunkomplexe. Es resultiert ein verstarktes
Signal ibidem (6 Signale statt der 4 im Standard unter a). c¢) AB-Nachweis mit
Kaninchenantikérpern bei einem gegen AR immunisierten Tier. Der obere Objekttrager zeigt
erneut die Ausgangssituation mit praformierten Immunkomplexen wie unter b). Nach
Applikation des Anti-AB-Primarantikorpers (gewonnen aus dem Kaninchen) und des Anti-
Kaninchen-Sekundarantikorpers (unterer Objekttrager) verhindert die Epitopmaskierung
durch praformierte Anti-AB-Antikorper eine adaquate Bindung des Primarantikorpers.
Dadurch resultieren weniger Bindungsstellen fiir den Anti-Kaninchen-Sekundarantikérper
und es ergibt sich ein schwacheres Signal ibidem (2 Signale statt der 4 im Standard unter a).
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