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1 Einleitung 

1.1 Epidemiologie der Alzheimer-Demenz 

Im Jahre 2001 litten bereits 24 Mio. Menschen weltweit an Demenz – wobei sich die Zahl 

voraussichtlich alle 20 Jahre verdoppelt, sodass es im Jahr 2040 bereits 81 Mio. Erkrankte 

geben wird (1). Bei ca. 50-60% der Fälle (2) handelt es sich dabei um die Alzheimersche 

Krankheit. Insgesamt ist ca. 1% der 60- 64-Jährigen in der westlichen Welt betroffen. Mit 

steigenden Alter nimmt die Prävalenz der Alzheimer-Demenz (AD) exponentiell zu: Unter 

den über 84-Jährigen beträgt sie bereits 24-35% (1). Die Ursache für die steigende Zahl liegt 

vor allem in der zunehmenden Lebenserwartung der Bevölkerung in den westlichen 

Industriestaaten. Für Kliniken, Krankenkassen, potentielle Angehörige und die medizinische 

Forschung wird die Krankheit somit ein immer wichtigeres Thema. Bezüglich der Ätiologie 

und Therapie der AD befindet sich die heutige Medizin jedoch in einem Dilemma: Trotz 

intensiver Forschung, trotz hoher epidemiologischer Relevanz und trotz hohem Humankapital 

in Labor und Klinik gibt es weder sicher etablierte Kausaltherapien noch eine geschlossene 

Argumentationskette bezüglich der neurodegenerativen Ursachen der Alzheimer-Demenz. 

1.2 Definition und Diagnosestellung 

Nach der International Classification of Diseases (ICD-10) der WHO ist eine Demenz als eine 

Gedächtnisstörung mit Nachlassen anderer kognitiver Fähigkeiten und des Denkvermögens, 

Veränderungen der Persönlichkeit und demzufolge einer Beeinträchtigung der 

Selbstständigkeit im Alltag definiert. Die Symptomatik muss über mindestens sechs Monate 

nachweisbar sein (3). 

1.2.1 Klinisches Bild 

Nach einem Prodromalstadium, welches durch eine Gedächtnisstörung und das sog. „Minimal 

Cognitive Impairment“, d.h. eine Einschränkung bei komplizierten Tagesaufgaben, 

gekennzeichnet ist (4), kommen im Verlauf der Erkrankung weitere Frühsymptome wie eine 

Benennungsstörung, eine räumliche Orientierungsstörung, ein Verlust der Selbstständigkeit 

und bei einem Teil der Patienten depressive Symptomatiken hinzu. 

Im Verlauf entwickelt sich das Vollbild einer cortikalen Demenz, wobei das Kernsymptom in 

einer ausgeprägten Neugedächtnisstörung liegt. Außerdem kommt es zu visuell-räumlichen 

Verarbeitungsstörungen (Abzeichnen, Schreiben, Rechnen, Uhrenlesen, Orientierung im 
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Raum), psychischen Symptomen (v.a. Depressionen, Unruhe, Angst) und einer zunehmend 

inhaltsarmen, unpräzisen und phrasenhaften Sprache. 

Charakteristisch für die Alzheimer-Demenz ist außerdem, dass Patienten oft zwanghaft 

versuchen, die „gute Fassade“ aufrechtzuerhalten. Vigilanz, psychomotorisches Tempo und 

Persönlichkeit bleiben oft lange gut erhalten. 

Im Spätstadium der Krankheit kommt es schließlich zum Abbau aller höheren Hirnleistungen, 

zu Mutismus und Inkontinenz. Motorik und Sensorik sind oft relativ resistent gegen den 

kontinuierlichen Abbau (3). 

Die Alzheimer-Demenz zeigt einen chronisch progredienten Verlauf. Sie endet, meist fünf bis 

acht Jahre nach Diagnosestellung letal. Klinisch gesehen handelt es sich bei der Alzheimer-

Demenz um eine Ausschlussdiagnose, deren Sicherung nur postmortal durch 

neuropathologische Analysen vorgenommen werden kann (5). 

1.3 Histopathologische Grundlagen der Alzheimer-Demenz 

Am 3. November 1906 stellte der neuropathologisch tätige Psychiater Alois Alzheimer 

(*1864 Marktbreit, Bayern, †1915 Breslau) erstmals einen Fall der später nach ihm benannten 

Demenz auf einem Kongress in Tübingen vor. Erst 1910 fand die offizielle Benennung durch 

den Psychiater Emil Kraeplin, der die Alzheimer-Demenz in der achten Ausgabe des 

„Lehrbuchs für Psychiatrie“ erwähnte, statt (6). Am Beispiel seiner langjährigen Patientin 

Auguste Deter hatte Alzheimer zunächst klinische Charakteristika wie Gedächtnisverlust und 

eine Störung der exekutiven Funktionen diagnostiziert und, nachdem die Patientin mit 51 

Jahren starb, ihr Gehirn neuropathologisch untersucht (7). 
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    A           B 

       

Abb. 1: A: Fotographie der Auguste Deter; B: Von Alois Alzheimer gezeichnete neurofibrilläre 

Bündel unter dem Lichtmikroskop (8). 

 

Hierbei wies er erstmalig sog. Amyloid-Plaques und neurofibrilläre Bündel nach. Auch heute 

noch stellen diese beiden Charakteristika die Grundlage für die post-mortem Diagnose der 

Krankheit dar (9, 10). Vor allem der Nachweis in Hippocampus, Neocortex und dem 

limbischen System gilt als charakteristisch (10). 

       A           B 

      

Abb. 2: Histopathologische Charaketristika der Alzheimer-Demenz 

A: Aufnahme eines Amyloid-Plaques (Pfeil), umgeben von dystrophen Neuriten (Pfeilkopf),             

B: Elektronenmikroskopische Aufnahme von neurofibrillären Bündeln (11). 

 

Neurofibrilläre Bündel, die sog. Tangles, finden sich vor allem intrazellulär in Neuronen, 

wobei sie hier vor allem somatisch-dendritisch, zu einem Teil aber auch axonal (12) 

lokalisiert sind. Die Fibrillen bestehen aus gepaarten helikalen Filamenten des in abnormalem 
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Maße hyperphosphoryliertem und somit unlöslichem Tau-Protein (13, 14). Die hierdurch 

bedingte Zytotoxizität führt schließlich zum Untergang des Neurons (15).  

Neben den sog. Tangles stehen die sog. Amyloid- oder Aβ-Plaques im Zentrum der 

Alzheimerpathologie. Im Gegensatz zu Tau-Fibrillen sind diese vor allem extrazellulär und in 

cerebralen Gefäßwänden nachweisbar (16). Hierbei werden diffuse Plaques und klassische 

kernhaltige („cored“) Plaques, subpiales bandartiges Amyloid, Lake-like-amyloid, fleecy 

Amyloid, core-only-Plaques und Marklagerplaques unterschieden (17). Neben den 

extrazellulären Aβ-Ablagerungen lassen sich auch intrazellulär in Neuronen Ablagerungen 

des Proteins nachweisen. Studien an transgenen Mäusen und menschlichem Autopsiegewebe 

ergaben, dass die intrazelluläre Akkumukation von Aβ der extrazellulären Ablagerung 

vorausgeht (18, 19). Obwohl von großer ätiologische Bedeutung steht intrazelluläres Aβ noch 

nicht im Zentrum der post-mortem Diagnostik. 

1.4 Molekulare und genetische Pathomechanismen der Alzheimer-Demenz 

Obwohl die Ablagerung von Aβ-Plaques und die Entstehung von Tau-Bündeln wichtige 

neuropathologische Charakteristika der AD darstellen, sind sie nicht spezifisch für die 

Alzheimersche Krankheit (20, 21). So führen genetische Mutation in Tau-Genen zu 

Parkinsonismus oder frontotemporaler Demenz. Außerdem ergab eine Studie an 

amerikanischen Nonnen, deren kognitive Fähigkeiten untersucht wurden und deren Gehirne 

postmortal auf Aβ-Plaques untersucht wurden, dass einige kognitiv gesunde Personen viele 

Plaques aufwiesen, während bei einigen Probanden, die Einschränkungen im Rahmen einer 

AD gezeigt hatten, teilweise nur sehr wenige Plaques nachgewiesen wurden. Trotzdem gilt 

die Schlüsselposition der Aβ in der Pathogenese der Alzheimer-Demenz als unumstritten (16, 

22, 23). 

Einige Studien weisen darauf hin, dass die Ablagerung von Aβ-Plaques der Bildung von Tau-

Fibrillen vorausgeht (24). 

Untersucht man Aβ-Plaques auf ihre Bestandteile hin, so ergibt sich, dass sie vor allem aus 

einem kurzen, amphipathischen Peptid, dem Aβ-Peptid, bestehen. Weitere Bestandteile sind 

ApoE und J, α1-Antichymotrypsin und Proteoglykane (25). Überraschenderweise wird Aβ 

aber auch im gesunden Gehirn kontinuierlich produziert (26). Es wird zwischen einer 

physiologischen, nicht amyloidogenen Prozessierung, und einer alzheimertypischen, 

amyloidogenen Prozessierung unterschieden. 
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1.4.1 Die Prozessierung von βAPP und die Bildung des Aβ-Peptids 

Sowohl in gesunden als auch in von Alzheimer betroffenen Gehirnen entsteht Aβ aus einem 

Vorläuferprotein, dem amyloid precursor protein (APP), einem integralen Membranprotein, 

welches aus 39 bis 43 Aminosäuren besteht und auf Chromosom 21 kodiert wird. Das APP-

Gen enthält 18 Exons und verfügt über 7 bekannte Splice-Varianten. Die am häufigsten 

vorkommenden Varianten sind 695, eine Variante, die vor allem in Neuronen vorkommt, 751 

und 771 (27), ein Transkript, welches in vielen nicht-neuronalen Zellen exprimiert wird. 

Über die eigentliche Funktion des APP herrscht Unklarheit, obwohl es in fast allen Geweben 

exprimiert wird. Vieles weist darauf hin, dass es mehrere Funktionen hat, so z.B. die 

Stimulation von Neuritenwachstum, die Bildung von Zell-Adhäsionsmolekülen und die 

Induktion von Synaptogenese und Zellüberleben (28). 

Interessanterweise leiden Patienten mit Down-Syndrom oft bereits mit 40 Jahren an einer 

Alzheimersymptomatik. Die Ursache liegt im zusätzlichen Chromosom 21 und ist demzufolge 

ein Gendosiseffekt (28). 

Nach seinem Einbau in die neuronale Zytoplasmamembran wird aus dem APP durch eine 

Reihe von Proteasen Aβ freigesetzt. Aufgrund der durch Proteolyse entstehenden 

Sezernierungsprodukte werden diese Proteasen auch als Sekretasen bezeichnet. Zunächst wird 

das vorliegende APP durch die α- oder β-Sekretase gespalten, das entstandene Produkt 

wiederum wird nochmals durch die γ-Sekretase geschnitten. Die Nomenklatur der 

entstehenden Aβ-Peptide leitet sich aus ihrer jeweiligen Länge ab. 
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Abb. 3: A: Schema des nicht-amyloidogenen α-Sekretase-Stoffwechselweges; B: Schema des 

amyloidogenen β-Sekretase-Stoffwechselweges (2). 

 

1.4.2 Die hereditäre AD 

Im Falle einer hereditären AD liegt das Erkrankungsalter häufig im frühen Erwachsenenalter. 

Die klinische Entwicklung der Demenz inklusive ihrer Begleitsymptome lässt sich eindeutig 

anhand bestimmter Genmutationen begründen: Diese befinden sich im Amyloid-Precursor-

Protein(APP)-Gen auf Chromosom 21 (29) im Presenilin(PS)-1-Gen und im Presenilin(PS)-2-

Gen (30, 31). Insgesamt ist die ausschließlich genetisch verursachte Form der AD mit einer 

Prävalenz von 0.1% sehr selten (32). 

Die meisten Mutationen führen entweder dazu, dass insgesamt mehr Aβ produziert wird oder 

dass selektiv mehr Aβ42 entsteht. Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang die 

schwedische Doppelmutation K595N/M596L: Hierbei handelt es sich um eine erstmals bei 

einer schwedischen Familie nachgewiesene Form der  familiären AD (33), die inzwischen 

A

B
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auch in Form einer „knock-out“-Maus vorliegt. Die Mutation führt zu einer erhöhten Affinität 

der β-Sekretase zu ihrem Substrat (34-36). Konsekutiv wird mehr Aβ gebildet, welches 

akkumuliert und die Demenzsymptomatik hervorruft. 

Bei einer Mutation der α-Sekretase kommt es höchstwahrscheinlich zu einer Veränderung im 

Bereich der Tertiärstruktur des Enzyms und so zu einer verminderten Aktivität (37, 38). 

Hierdurch gewinnt die β-Sekretase an Gewicht und es entstehen größere Mengen an Aβ (39). 

1.4.3 Die sporadische AD 

Der weitaus größte Teil der Fälle von AD ist sporadischen Typs (2). Hierbei ist die Ätiologie 

weitaus breitgefächerter angelegt als bei der erblichen Variante der AD. Nach heutigem Stand 

der Wissenschaft beruht die Demenzentstehung auf drei großen Säulen: genetische Faktoren, 

exogene Faktoren und physiologische Alterungsprozesse spielen eine herausragende Rolle. 

1.4.3.1 Genetische Ursachen der sporadischen AD und Funktion von ApoE 

Es existierten drei verschiedene ApoE-Allele (ε2, ε3 und ε4), von denen in der 

Gesamtpopulation vor allem das ε3-Allel vertreten ist. Die ε2- und ε4-Allele sind seltener. 

Während für das ε2-Allel eine schützende Funktion nachgewiesen werden konnte (40), erwies 

sich das ε4-Allel als wichtigster genetischer Risikofaktor für die sporadische Alzheimer-

Demenz (41). 

Schon im Jahr 1993 beschrieben zwei Gruppen (32, 42) den Zusammenhang zwischen dem 

Apolipoprotein E (ApoE) ε4-Allel und dem Risiko, an AD zu erkranken. Bei Heterozygoten 

wird das Risiko verdreifacht, bei Homozygoten sogar ver-15-facht (43). Der molekulare 

Mechanismus hinter dieser Tendenz ist komplex: ApoE fungiert im ZNS als Cholesterol-

Transporter, wobei ApoE-ε4 weniger effizient ist als andere Varianten. Dies bezieht sich vor 

allem auf das Recycling von Membranbestandteilen und Reparaturmechanismen in Neuronen 

(44).  

Außerdem könnte ApoE direkt in die Aβ-Deposition involviert sein, indem es die Bildung 

von Plaques und die Fibrillisation von Aβ fördert. Eventuell wirkt es hierbei vor allem als 

Chaperon (45). Auch die von der ApoE-Gendosis abhängigen Spiegel von Aβ42 im Liquor 

cerebrospinalis könnte hierdurch zustande kommen (46). 
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1.5 Aufbau der Blut-Hirn-Schranke  

Ein erst in letzter Zeit in den Fokus der Aufmerksamkeit gerückter Aspekt der AD ist die 

Rolle der Blut-Hirn-Schranke (BHS) bei Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen. 

Im Normalfall beruht die BHS einerseits auf festen Interzellulärkontakten, wie z.B. den tight 

junctions zwischen den Endothelzellen, und andererseits auf multiplen, größtenteils 

hochselektiven Ein- und Auswärtstransporten an apikaler und basolateraler Seite der 

Endothelzelle. Beides dient dem Schutz des Hirnparenchyms vor einerseits fakultativ 

pathogenen exogenen Faktoren (bestimmte Medikamente, Gifte etc.), andererseits 

schädigenden köpereigenen Substanzen und zytopathologisch relevanten 

Stoffwechselsituationen wie z.B. bei Glucosemangel, Urämie oder Hyperurikämie (47). Das 

dichte Netz aus tight junctions führt dazu, dass kleine hydrophile Moleküle die BHS nicht 

überqueren können. Besonders die Intaktheit des Endothels bezüglich intra- und 

interzellulärer Funktionen ist also ausschlaggebend für die Integrität der fragilen 

Stoffwechselsituation in Neuronen, Astrozyten, Oligodendrozyten und anderer Zellen jenseits 

der BHS. 

Der Transport verschiedener Moleküle über die BHS ist generell nach zwei verschiedenen 

Prinzipien möglich: 

Einerseits können kleine, unpolare Moleküle die BHS durch freie (passive) Diffusion 

überwinden, andererseits werden größere, polare, aber auch lipophile Substanzen durch ATP-

katalysierte Membrantransporter transportiert (48). Nur so gelangen essentielle 

Stoffwechselsubstrate wie Elektrolyte, Nukleoside, Aminosäuren, Schilddrüsenhormone, 

Amine, Purinbasen, Nucleotide und Glucose (49-52) zu den Zellen jenseits der BHS. Größere 

Moleküle durchdringen die BHS kaum, wobei Proteine wie Transferrin, Lactoferrin und low-

density lipoprotein (LDL) Ausnahmen darstellen und über Rezeptor-vermittelte Endozytose 

internalisiert werden (53, 54). In umgekehrter Richtung (von der basolateralen Seite der BHS-

Endothelzellen zu ihrer apikalen Seite, wo sie ins Blut abgegeben werden) werden vor allem 

Medikamente, Toxine und diverse andere, potentiell neurotoxische Stoffe transportiert. Die 

Aufrechterhaltung des stetigen Effluxes beruht neben dem Verbrauch von 

Adenosintriphosphat auf folgendem Prinzip: Durch die Exkretion der Stoffe an der apikalen 

Membran der Endothelzellen wird die Konzentration des jeweiligen Substrats im Zytoplasma 

der Zelle erniedrigt, wodurch der Gradient zwischen Zytoplasma und Hirnparenchym für die 

jeweilige Substanz verstärkt wird (55). 
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Bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen und auch bei allen Typen der AD gehört die 

Ablagerung neuropathologischer Plaques zur Krankheitsätiologie. Auch in den Gehirnen 

gesunder Personen werden diese Stoffe allerdings gebildet. Es liegt also der Schluss nahe, 

dass bei AD und anderen neurodegenerativen Erkrankungen der Abtransport bestimmter 

Stoffe über die BHS gestört ist. 

Ein Ansatzpunkt, in dieser Dissertation auschlaggebend, ist der Besatz insbesondere der 

kleinsten Kapillaren mit Ein- und Auswärtstransportern aus der Familie der ABC-Transporter 

(ATP-binding casette-Transporter). 

1.6 Die ABC-Transporterproteine 

Die transmembrären ABC-Transporter (ATP-binding Cassette) gehören zur Familie der ABC-

Proteine, wobei aktuell 49 humane ABC-Gene beschrieben sind. Wichtige Vertreter sind 

unter anderem ABCA1, MDR1 (multi drug resitance protein 1, auch als P-Glykoprotein (P-

gp) oder nach HUGO als ABCB1 bezeichnet), MRP2 (multi drug resistance protein 2, nach 

HUGO auch als ABCC2 bezeichnet) und ABCG2. Die physiologische Funktion der ABC-

Transporter liegt vor allem im Bereich des Arzneimittelmetabolismus und der 

Fremdstoffabwehr: An der Blut-Hirn-Schranke, in Leber, Niere, Darm, an der Plazenta und 

vielen anderen Geweben sind die apikal-luminal lokalisierten Transporter für den unter ATP-

Verbrauch stattfindenden aktiven Transport endogener und exogener Substrate und deren 

Konjugate aus den Zellen in die Exkretionsorgane verantwortlich (56). ABC-Transporter 

dienen also sowohl zum Schutz insbesondere des Gehirns vor exogenen, potentiell toxischen 

Substanzen, sorgen aber eventuell auch für den Abtransport endogener Schadstoffe wie 

höchstwahrscheinlich auch Aβ. Eine Funktionsminderung dieses Schutzmechanismus könnte 

also das Alzheimerrisiko erhöhen. 

1.6.1 Der ABCA1-Transporter  

Das ABCA1-Gen liegt auf Chromosom 9q22 und beinhaltet 50 Exons. Das nach der 

Translation entstehende Protein weist eine Länge von 2261 Aminosäuren auf und verfügt über 

ein Molekulargewicht von 220 kDa (57). Der Transporter ist vor allem in Leber, Uterus und 

Nebenniere, aber auch im Gehirn, besonders in Putamen, Occipitallappen, Amygdala, 

Nucleus caudatus, Hippocampus, Substantia nigra und im Occipitallappen lokalisiert. 

Besonders auf Mikro- und Astrogliazellen findet sich eine hohe Transporterdichte (58). Der 

ABCA1-Transporter transportiert vor allem Cholesterol und nimmt daher eine wichtige Rolle 

in der Regulation des ApoE- und HDL-Metabolismus ein. Im Rahmen der Tangier-Krankheit, 
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die durch verschiedene Mutationen auf dem ABCA1-Gen definiert ist, kommt es so zum 

Beispiel zu stark verminderten Serum-HDL- und ApoE-AI-Spiegeln und zu einer schweren 

Störung des Cholesterinstoffwechsels mit massiven Ablagerungen von Cholesterolestern in 

Makrophagen (59, 60). 

Eine ABCA1-Defizienz führt außerdem zu einer cerebralen Akkumulation von Cholesterol in 

kultivierten Gliazellpopulationen, einer eingeschränkten glialen ApoE-Freisetzung und 

folglich zu erhöhten Aβ-Spiegeln (61, 62). Ein erhöhtes intrazelluläres Cholesterol begünstigt 

außerdem die Spaltung von APP durch die β- und γ-Sekretase (63). Es liegt somit nahe, dass 

die ABCA1-Aktivität mit dem Risiko, an Alzheimer-Demenz zu erkranken, assoziiert ist.  

Das ABCA1-Gen weist einige Polymorphismen auf, die mit der Aktivität des Transporters 

assoziiert sind. Studien von Rodriguez-Rodriguez et al. (2007), Katzov et al. (2004) und 

Sundar et al. (2007) (64-66) bestätigten diesen Zusammenhang und ergaben, dass Träger des 

ApoEε4-Allels, die gleichzeitig homozygot für das ABCA1 -14T-Allel sind, ein 3.7 fach 

erhöhtes Alzheimerrisiko tragen (OR 13,99) (64). In einigen anderen Studien wurde dieser 

Zusammenhang nicht bestätigt (67-70). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Polymorphismen ABCA1 -14C>T, ein SNP, der in der 

Promotorregion des ABCA1-Gens liegt, sowie 1051G>A genotypisiert (71, 72). 

1.6.2 Der ABCB1-Transporter 

Das auf Chromosom 7q21 liegende ABCB1-Gen umfasst 28 Exons und führt nach der 

Translation zur Entstehung eines Proteins mit einer Länge von 1280 Aminosäuren und einem 

Molekulargewicht von ca. 170 kDa (47). Erstmals auf Cholchizin-resistenten Hamster-

Ovarialzellen nachgewiesen (73), fiel später auf, dass mit Chemotherapeutika behandelte 

Zellen nicht nur gegen diese, sondern auch gegen andere Zytostatika Kreuzresistenzen 

entwickelten (74, 75). Der Transporter wurde, um dieser Eigenschaft Rechenschaft zu tragen, 

als „multidrug resistance“ (MDR) protein 1 bezeichnet. Neben seiner Expression in Leber, 

Darm, Niere, Plazenta und Blut-Hoden-Schranke (76) wird der ABCB1-Tranporter auch an 

den Endothelien der Blut-Hirn-Schranke (76, 77), perivaskulären Parenchymzellen und 

Astrozyten exprimiert (47, 50). Obwohl der ABCB1-Transporter in vielen Geweben 

nachweisbar ist und er diverse amphiphile, neutrale und kationische Substrate transportiert, 

ergaben Untersuchungen an mdr1-knock-out-Mäusen, dass diese gegenüber Wildtyp-Mäusen 

unter Normalbedingungen keine Auffälligkeiten aufweisen (78). Bei Gabe des neurotoxischen 

Makrolidantibiotikums Ivermectin war allerdings eine massiv erhöhte zentrale Akkumulation 
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nachweisbar, die zum Exitus der Tiere führte (79, 80). Die Schlüsselrolle des Transporters 

liegt also in der Exkretion von Xenobiotika und Pharmazeutika (81). 

Der ABCB1-Transporter transportiert Chemotherapeutika wie Doxorubicin, Vinblastin, 

Etoposid, Paclitaxel und Methotrexat, Immunsuppressiva wie Ciclosporin A und Tacrolimus, 

Corticoide, Analgetika wie Morphin, Methadon und Fentanyl, HIV-Proteaseinihitoren, 

Cytokine, Antiepileptika und viele andere Arzneimittel (47). Von hoher Relevanz für die 

klinische Forschung ist außerdem, dass der ABCB1-Transporter durch Inhibitoren wie 

Verapamil, PSC 833 (Valspodar) und GF 120918 (Elacridar) gehemmt werden kann und 

durch Induktoren wie Rifampicin, Hyperforin, Dexamethason, Clotrimazol und Phenobarbital 

vermehrt aktiviert wird (47). Klinische Relevanz erlangt das große Interaktionspotential des 

ABCB1-Transporters z.B. bei der Pharmakoresistenz bei Epilepsien, Depressionen und 

Schizophrenien (82-84). 

Neben einigen spezies-spezifischen Rezeptoren wie PXR/SXR ist die Regulation der 

Transporteraktivität durch verschiedene stressassoziierte Umweltfaktoren beschrieben: 

Cytotoxische Agentien, Hitzeschock, Wärmestrahlung, genotoxischer Stress, 

Entzündungsmediatoren, Cytokine und verschiedene Wachstumsfaktoren (85) können die 

Transporterexpression beeinflussen.  

Im hochpolymorphen ABCB1-Gen finden sich über 50 single nucleotide polymorphisms 

(SNPs), drei intersertions-deletions-Polymorphismen und zahlreiche Promoteralterationen 

(86). In dieser Arbeit sollen die SNPs ABCB1 1236C>T, 2677G>TA und 3435C>T 

untersucht werden. 

Der nicht-synonyme triallelische SNP 2677G>TA (Ala893Ser/Thr) liegt im Exon 21, der 

synonyme SNP ABCB1 3435C>T (Ile1145Ile) im Exon 26, der ebenfalls synonyme SNP 

ABCB1 1236C>T im Exon 12. Lediglich 2677G>TA verursacht einen Aminosäureaustausch 

in einer strukturell wichtigen Transmembrandomäne des Proteins. 3435C>T und 1236C>T 

ziehen keinen Aminosäureaustausch auf Proteinebene nach sich, haben aber eventuell 

funktionelle Bedeutung (87-89). Alle drei SNPs sind aneinander gekoppelt, was dazu führt, 

dass bestimmte Haplotypen in einer Population gehäuft anzutreffen sind. 

1.6.3 Der ABCC2-Transporter 

Das auf Chromosom 10q24 liegende ABCC2-Gen umfasst 32 Exons und mündet nach der 

Translation in ein 1545 Aminosäuren langes Protein von 190 kDa Molekulargewicht. 
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ABCC2, welches nach alter Nomenklatur als multidrug resistance-associated protein 1 (MRP 

2) bezeichnet wird, ist vor allem für den Transport von organischen, anionischen Gluthation-, 

Sulfat- und Glucoronidkonjugaten zuständig, die endogen über die Galle ausgeschieden 

werden. Unter den vielen organischen Anionen, die ABCC2 transportiert, ist die Affinität zu 

Glucoronat und GSH-Konjugaten lipophiler Substanzen besonders hoch (90, 91). Auch 

exogene Substanzen wie 2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazol[4,5-b]pyridin (PhIP), ein beim 

Erhitzen von Nahrungsmitteln entstehender Giftstoff, Pravastatin, welches bilär durch 

ABCC2 ausgeschieden wird, Arsen, welches zunächst an Gluthation gekoppelt wird, 

Methotrexat, LTC4, DNP-SG, E217betaG, Vincristin, Etoposit und Bilirubingluconoside 

werden von ABCC2 transportiert (92-96). Leukotrien C4, Probenecid und MK-571 führen zu 

einer Inhibition von ABCC2 (47). Der ABCC2-Transporter findet sich vor allem apikal-

luminal in Hepatozyten (97), proximalen Tubulusepithelzellen der Niere (98, 99) und auf 

Dünndarmenterozyten (100). ABCC2 und ABCB1 scheinen hierbei häufig kolokalisiert zu 

sein (80). Die Nachweisbarkeit an der Blut-Hirn-Schranke wird kontrovers diskutiert (101). 

Sollte der Transporter hier vorhanden sein, so ist er dies in einem weitaus geringeren Maße 

als hepatisch oder renal (102, 103). Der ABCC2-Transporter gewinnt im ZNS vor allem im 

Rahmen von pharmakoresistenten Epilepsien an Bedeutung: In epilepsiegeschädigten 

Hirnarealen ist der ABCC2-Transporter vermehrt an der BHS nachweisbar (104, 105). 

Das ABCC2-Gen verfügt über 200 natürlich vorkommende Sequenzvarianten, die in Exons, 

Introns oder den an 5´- und 3´-Ende lokalisierten flankierenden Regionen lokalisiert sind. Die 

meisten von ihnen haben keine funktionelle Bedeutung. Patienten mit Dubin-Johnson-

Syndrom (106) weisen verschiedene autosomal rezessiv vererbte Mutationen oder Deletionen 

im ABCC2-Gen auf, die zu einer Funktionsminderung oder einem Funktionsverlust des 

Transportproteins an der kanalikulären Hepatozytenmembran führen (107, 108). Konsekutiv 

ist bei den Betroffenen eine konjugierte Hyperbilirubinämie und eine vermehrte 

Pigmentierung der Hepatozyten zu beobachten. Außerdem werden andere Transporter wie 

z.B. ABCC3 (MRP3), ein vor allem hepatisch basolateral lokalisiertes ABC-

Familienmitglied, überexprimiert (109, 110). 

Interessanterweise scheint bei pharmakoresistenten Epilepsiepatienten das ABCC2 -24T-Allel 

häufiger vorzukommen (111). Das ABCC2 1249A-Allel, welches schwach an das -24T-Allel 

gekoppelt ist, lässt sich mit -24T zu einem Haplotypen zusammenfassen, welcher bei 

Patienten mit therapieresistenter Epilepsie ebenfalls gehäuft zu beobachten ist (111). Wie 

dieser Effekt zustande kommt, wird kontrovers diskutiert, denn in vitro konnte gezeigt 
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werden, dass das -24T-Allel mit einer verminderten Transporteraktivität assoziiert ist, was 

eigentlich höhere zentrale Antikonvulsivaspiegel zur Folge haben müsste (112). Auch eine 

erhöhte Bioverfügbarkeit von Methotrexat (113) und eine verminderte orale Clearance von 

Mykophenolat (114) konnte bei Trägern des -24T-Allels vermehrt gezeigt werden. 

Höchstwahrscheinlich findet bei Epilepsiepatienten eine kompensatorische Heraufregulation 

des ABCB1-Transporters statt, wodurch letztendlich die schlechtere Prognose zustande 

kommt (111).  

Hier wurden die SNPs ABCC2 -24C>T, 1249G>A unf 3972C>T untersucht. 

1.6.4 Der ABCG2-Transporter 

Das ABCG2-Gen liegt auf Chromosom 4q22 (115). Das entstehende Protein ist 655 

Aminosäuren lang und wiegt 72,1 kDa. Der ABCG2-Transporter ist auch unter dem Namen 

breast cancer relelated protein (BCRP), mitoxantrone resistance protein (MXR) und ABC 

transporter expressed in placenta (ABCP) zu finden. Die Erstbeschreibung fand an 

Doxorubicin-resistenten menschlichen Mamma-Karzinomzellen (116), an Placentazellen 

(115) und an hochgradig Mitoxantron-resistenten Kolonkarzinomzellen statt (117). 

Wie bei allen ABCG-Transportern handelt es sich bei ABCG2 um einen half-Transporter mit 

nur einer ATP-Bindungsstelle und sechs Transmembrandomänen. Um ihre volle 

Funktionsfähigkeit zu erreichen, müssen jeweils zwei half-Transporter zu einem Homodimer 

oder full-Transporter dimerisieren (118, 119). 

Das ABCG2-Protein ist vor allem für den intestinalen Efflux von exogenen Substanzen, 

darunter viele Chemotherapeutika wie dem Folsäureantagonisten Mitoxanthron, den 

Tyrosinkinaseinhibitoren Imatinib und Gifitinib, Topoisomerase-I-Inhibitoren wie Topotecan 

und Irinotecan, Prazosin, Dehydroepiandrosteron-sufat (120) und vielen anderen 

verantwortlich (121). Auch am Transport von Antibiotika wie Nitrofurantoin (122), der 

biliären Exkretion von Fluorchinolonen und der tubulären Sekretion von Ciprofloxacin und 

Grepafloxacin ist ABCG2 beteiligt (123). Durch GF 120918 (Elacridar) findet, wie auch bei 

ABCB1, eine Inhibition statt. Auch Fumitremorgin C (FTC), Analoga davon und Pantoprazol 

hemmen den Transporter (47).  

Der ABCG2-Transporter findet sich apiko-luminal in Dünndarm, Dickdarm, Leber, Lunge, 

Niere, Kapillarendothel, auf einigen Subpopulationen von pluripotenten hämatopoietischen 

Stammzellen (124-126), an der Blut-Hoden-Schranke und an der Plazenta auf der apikalen 

Membran von Trophoblastzellen. Auch im ZNS an der Blut-Hirn-Schranke ist ABCG2 valide 

nachweisbar (127, 128). Wie ABCB1 und ABCC1 kann auch eine Überexpression von 
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ABCG2 zur Chemoresistenz verschiedener Tumoren führen und wird so zu den „multi drug 

resistance“-Proteinen gezählt (115, 129).  

Außerdem könnte ABCG2 in die Entstehung einer AD involviert sein: Xiong et al. 

beobachteten sowohl an AD-Patienten als auch im AD-Mausmodell eine Heraufregulation 

von ABCG2. Bei Mäusen, denen der ABCG2-Transporter fehlt, kommt es zu einer signifikant 

erhöhten cerebralen Akkumulation von Aβ (130). 

 

Das ABCG2-Gen verfügt über mehr als 50 SNPs. Der mit Abstand am besten charakterisierte 

ist der SNP 421C>A im Exon 5. Der SNP führt zu einem Aminosäureaustausch von Gln 

(Glutamin) zu Lys (Lysin) im Codon 141 und führt in vivo an Flp-In-293-Zellen zu einer dem 

Wildtyp gegenüber halbierten Proteinexpression (131). Variantallelträger (421A oder 141K) 

weisen im Vergleich zum Wildtyp außerdem eine verminderte ATPase-Aktivität des 

Transporters auf (132). Der SNP ABCG2 421C>A verändert nicht nur die Proteinexpression, 

sondern auch die Aktivität des enkodierten Proteins. In Bezug auf die Frequenz dieses 

Polymorphismus gibt es starke Unterschiede zwischen den Ethnien: Während die Mutation 

unter Chinesen mit 35% relativ häufig ist, ist sie unter Afroamerikanern mit 1% sehr selten 

(133). Spezifische, durch einen Funktionsverlust von ABCG2 bedingte Krankheiten sind 

bisher nicht bekannt. ABCG2-knock-out-Mäuse sind lebensfähig und fruchtbar (134, 135). 

Interessanterweise lässt sich bei mdr1a-knock-out-Mäusen eine Überexpression von BCRP an 

der Blut-Hirn-Schranke beobachten. Wird ABCG2 nun durch Gabe von GF120918 gehemmt, 

kommt es zu einer verstärkten Aufnahme der ABCG2-Substrate Prazosin und Mitoxantron ins 

ZNS (136).  

1.8 Zielsetzung 

Die intrazerebrale Akkumulation des toxischen Proteins Aβ42 steht im Zentrum der 

Pathogenese der Alzheimer-Demenz. Der Abtransport des Proteins über die Blut-Hirn-

Schranke ins periphere Blut ist dementsprechend ebenfalls von großer Bedeutung. Transporter 

an der Blut-Hirn-Schranke, wie z.B. die der ABC-Transporterfamilie, interagieren mit Aβ und 

vermindern so seine Spiegel im zentralen Nervensystem. Wichtig für die Aktivität dieser 

Transporter sind einzelne Basenmutationen, sog. single nucleotide polymorphisms, die mit 

einer bestimmten Frequenz in der Normalbevölkerung vorkommen. 

In dieser Studie wurden 151 Gehirnproben untersucht, wobei es sich bei 71 Personen um 

Träger einer klinisch und post-mortem neuropathologisch diagnostizierten Alzheimer-

Demenz handelte. 
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Im Zentrum stand die Frage, ob genetische Varianten in ABC-Transportergenen das Risiko, 

an Morbus Alzheimer zu erkranken, beeinflussen. Besonders im Fokus stand der Transporter 

ABCB1, da hier bereits gezeigt werden konnte, dass er β-Amyloid transportiert. Die 

Untersuchung der Transporteraktivität und – funktionalität könnte auf diese Weise einen Teil 

zur Klärung der komplizierten Pathogenese der Alzheimer-Demenz beitragen und eventuell 

neue Ausblicke in Bezug auf genetische Diagnostik und Therapie ermöglichen. 

Vor diesem Hintergrund wurden SNPs der ABC-Transporter ABCA1, B1, C2 und G2 

genotypisiert. Außerdem wurde der einzige bisher feststehende genetische Risikofaktor der 

idiopathischen Alzheimerdemenz, der AopE-ε4-Allelstatus, erhoben, um eine zusätzliche 

Risikostratifikation zu ermöglichen. Außerdem treten die Effekte der ABC-

Transportervarianten bei Fehlen des ApoE-ε4-Allels stärker in den Vordergrund. 

Als zusätzliche Stratifikationskriterien wurden das Alter und das Geschlecht der Probanden 

herangezogen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Proben 

Insgesamt wurden 71 cerebelläre Proben von unter histopathologischen Kriterien an 

Alzheimerdemenz erkrankten Probanden mit signifikanten hohen cerebralen Aβ-Spiegeln 

(CERAD B/C) und 80 nicht-demente Kontrollen mit keinen oder sehr geringen Aβ-

Ablagerungen in die Studie einbezogen. Von diesen Proben enstammten 50 AD-Fälle und 49 

Kontrollen aus dem BrainNet (München, Deutschland). Weitere 21 AD-Fälle und 31 

Kontrollen stammten aus den neuropathologischen Instituten der Universitäten Greifswald 

und Ulm, wobei hier vor allem Frau Privatdozent Dr. med. Silke Vogelgesang und Prof. Dr. 

Frank Dombrowski beteiligt waren. Diese Proben lagen entweder in gefrorenem oder 

formalinfixiertem Zustand vor, was eine variable Qualität der DNA zur Folge hatte. Unter den 

AD-Fällen (Männer 44.3%, Frauen 55.7%) lag das mittlere Alter bei 78.4 10.7 Jahren (39 – 

98 Jahre), unter den Kontrollen (Männer 59.3%, Frauen 40.7%) bei 69.5 11.4 Jahren (21 – 

100 Jahre). Die Studie wurde durch das Ethikkommittee der Universität Greifswald bewilligt. 

2.2 DNA-Konzentrationsbestimmung 

Die DNA-Konzentrationsbestimmung wurde photometrisch (Biophotometer, Eppendorf, 

Hamburg, Deutschland) durchgeführt, wobei mit einer Wellenlänge von 260 nm die 

Extinktion gemessen wurde. Die optische Dichte (OD) bei 260 nm Wellenlänge wurde gleich 

eins gesetzt (OD260=1) und entsprach einem Gehalt doppelsträngiger DNA von 50 µg/ml. 

Außerdem wurde bei einer Wellenlänge von 280 nm die Absorption gemessen, um aus dem 

Quotienten OD260/280 den Kontaminationsgrad mit Proteinen zu errechnen. Die DNA-

Konzentration wurde auf ein Optimum von 30-100 ng DNA pro μl verdünnt. 

2.3 Genotypisierung 

Grundlage aller Genotypisierungsreaktionen war die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), 

wobei das Ergebnis jeweils stichprobenartig über Agarosegel-Elektrophorese kontrolliert 

wurde. Die weiterführende Analyse fand mittels Pyrosequencing und enzymatischem Verdau 

im Rahmen eines Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus (RFLP, bei ABCG2 

34G>A) statt. 
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Tab. 1: untersuchte Polymorphismen 

Gen Polymorphismus rs-Nummer Methode  

ABCA1 -14C>T rs180097 PCR + PSQ 

 1051G>A 

 

rs2230806 PCR + PSQ 

ABCB1 1236C>T rs1128503 PCR + PSQ 

 2677G>TA 

3435C>T 

 

rs2032582 

rs1045642 

PCR + PSQ 

PCR + PSQ 

 

ABCC2 24C>T rs717620 PCR + PSQ 

 1249G>A 

3972C>T 

 

rs2273697 

rs3740066 

PCR + PSQ 

PCR + PSQ 

ABCG2 34G>A rs2231137 PCR + RFLP 

 421C>A 

 

rs2231142 PCR + PSQ 

ApoE 130C>T rs429358 PCR + PSQ 

 176C>T rs7412 PCR + PSQ 

 

2.3.1 Alleldiskriminierung mittels PCR und Pyrosequencing 

Zur Ermittlung des Genotyps der erwähnten Basenaustausche (SNPs, single nucleotide 

polymorphisms) für ABCA1 (-14C>T und 1051G>A), ABCB1 (1236C>T, 2677G>TA und 

3435C>T), ABCC2 (24C>T, 1249G>A und 3972C>T), ApoE (130C>T und 176C>T) und 

ABCG2 (34G>A und 421C>A) wurde zunächst eine PCR durchgeführt. Die 

Versuchsprotokolle wurden den jeweiligen Primer-Längen und der Schmelztemperatur des 

jeweiligen Primers angepasst. Es wurden jeweils 0,8 bis 1 µl DNA, einer rekombinanten Taq-

DNA-Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), Desoxyribonukleotidtriphosphate 

(Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland) und zwei flankierende Primer (TIB Molbiol, 

Berlin, Deutschland oder Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland, Primerdesign mit 

Pyrosequencing™ Assay Design Software, Biotage) verwendet (Primersequenzen, 

Annealingtemperaturen und Fragmentlängen siehe Tab.11). Einer dieser Primer war jeweils 

am 5`-Ende biotinyliert. Unter dem jeweils 50 Zyklen umfassenden Aufeinanderfolgen von 

Denaturierung, Annealing und Elongation wurden so Primer-flankierte DNA-Fragmente, die 
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den jeweiligen Polymorphismus enthielten, amplifiziert. Die PCR-Reaktionsansätze und die 

Thermocycler-Bedingungen (9700 GeneAmp, Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) 

sind in den Tabellen 2 bis 7 aufgeführt: 

 

Tab. 2: PCR-Reaktionsansätze zur Amplifikation der DNA-Fragmente der SNPs ABCA1 -14C>T und 

1051G>A, ABCB1 1236C>T, 2677G>TA und 3435 C>T(hier auch Einsatz von 1μl DNA möglich), 

ABCC2 24C>T, 1249 G>A und 3972C>T, ApoE 176C>T und ABCG2 421C>A. 

 

 

Tab. 3: Thermocyclerbedingungen zur Amplifikation der DNA-Fragmente der SNPs ABCA1 -14C>T 

und 1051G>A, ABCB1 3435C>T und 2677G>TA, ABCC2 24C>T und 1249G>A, ApoE 176C>T und 

ABCG2 421C>A. 

 

 

Tab. 4: Thermocyclerbedingungen zur Amplifikation der DNA-Fragmente des SNPs ABCB1 

1236C>T. 

 

Tab. 5: Thermocyclerbedingungen zur Amplifikation der DNA-Fragmente des SNPs ABCC2 

3972C>T. 

 

Reagenzien Volumen [μl] Endkonzentration

Taq-Puffer (10x) 2,5 1x

MgCl2 (50mM) 1,25 2,5 mM

dNTP (10mM) 2,5 1 mM

Primer forward (10 μM) 0,5 200 nM

Primer reverse (10 μM) 0,5 200 nM

Taq-Polymerase (5 U/μl) 0,15 0,03 U/μl

DNA (30-100 ng/μl) 0,8  - 

aqua bidest. ad  - 

Endvolumen 25

Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation terminale Elongation

4 min. 30 sec. 30 sec. 30 sec. 7 min.

94 °C 94 °C 53 - 65 °C 72 °C 72 °C

50 Cyclen

Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation terminale Elongation 

4 min. 30 sec. 30 sec. 30 sec. 7 min. 

94 °C 94 °C 61 °C 72 °C 72 °C 

45 Cyclen 

Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation terminale Elongation 

5 min. 30 sec. 30 sec. 30 sec. 7 min. 

95 °C 95 °C 52 °C 72 °C 72 °C 

50 Cyclen 
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Tab 6: PCR-Reaktionsansätze zur Amplifikation der DNA-Fragmente des SNPs ApoE 130C>T. 

 

 

Tab. 7:Thermocyclerbedingungen zur Amplifikation der DNA-Fragmente des SNPs ApoE 130C>T. 

 

 

Anschließend wurde jeweils mit vier Proben einer Platte und zusätzlich mit allen 

Negativkontrollen einer Platte das PCR-Produkt durch Gelelektrophorese kontrolliert. Es 

wurden jeweils 1,5 bis 3%ige Agarosegele (Roti®GAROSE, Roth, Karlsruhe, Deutschland, 

1x TBE-Puffer (90 mM Tris-HCl, 90 mM Borsäure, beides Sigma, Deisenhofen, Deutschland, 

2 mM EDTA, pH 8,0 (Merck, Darmstadt, Deutschland )) verwendet. Nach Einbringen von 

jeweils 7 μl PCR-Produkt und 2 μl Blaumarker (BlueJuice Gel-Loading Buffer, Invitrogen, 

Karlsruhe, Deutschland) in die Taschen des Gels wurde dies in 1x TBE-Laufpuffer in die 

Elektrophoresekammer (Sub Cell, Biorad, München, Deutschland, Generator: PowerPac 

Basic, Biorad, München, Deutschland) eingebracht. Das beim Gießen des Gels zugefügte 

Ethidiumbromid (Sigma) interkalierte hierbei mit der DNA des PCR-Produktes. Dieses 

konnte so im ultravioletten Licht erkannt werden. Zur Trennung der unterschiedlich 

geladenen Bestandteile des Tascheninhalts wurde eine Spannung von 120 Volt angelegt, unter 

der die negativ geladene DNA zur Anode wanderte. Nach 15-20 Minuten Laufzeit konnte 

unter UV-Durchlicht eine jeweils SNP-spezifische Bande sichtbar gemacht werden (Kodak 

Image Station 440 CF, Kodak, Stuttgart, Deutschland). Um sicherzugehen, dass diese auch 

Reagenzien Volumen [μl] Endkonzentration

Taq-Puffer (10x) 2,5 1x

MgCl2 (50mM) 1,25 2,5 mM

dNTP (10mM) 2,5 1 mM

DMSO (99%) 1,25 5x

Primer forward (10 μM) 0,5 200 nM

Primer reverse (10 μM) 0,5 200 nM

Taq-Polymerase (5 U/μl) 0,15 0,03 U/μl

DNA (30-100 ng/μl) 0,8  - 

aqua bidest. ad  - 

Endvolumen 25

Denaturierung Denaturierung 1 Annealing 1 Elongation 1

2 min. 15 sec. 45 sec. 45 sec.

95 °C 95 °C 70 °C 72 °C

23 Cyclen, Reduktion der Temperatur um 0,7 °C pro Cyclus

 Denaturierung 2 Annealing 2 Elongation 2 terminale Elongation

15 sec. 45 sec. 45 sec. 5 min.

95 °C 55 °C 72 °C 72 °C

28 Cyclen
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die zu erwartende Länge aufwies, wurde außerdem ein Vergleichsmarker mit verschiedenen 

Fragmenten definierter Länge mit in das Agarosegel gegeben   

(Gene Ruler ™ 100bp DNA ladder, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland). 

Anschließend wurde die Sequenzierung auf dem Pyrosequencer™ durchgeführt. 

Hierzu wurde jeweils 7,5-14 μl PCR-Produkt mit 26-32,5 μl Aqua bidest (Ultra pure water, 

Biochrom AG, Berlin, Deutschland), 37 μl 1x Bindungspuffer (10x Binding Buffer, Biotage, 

Upsala, Schweden) und 3 μl Sepharose Beads (High Performance Streptavidin Sepharose ™, 

GE Healthcare, München, Deutschland) gemischt und auf eine 96-Well-Platte aufgebracht. 

Das Gemisch wurde 15-20 Minuten auf einem Schüttler (Variomag Monoshake, H+P 

Labortechnik, Oberschleissheim, Deutschland) vermischt. Hierdurch banden die ins PCR-

Produkt integrierten biotinylierten PCR-Produkte an die Sepharosemoleküle im Puffer. Die 

Biotin-Streptavidin-Bindung gehört zu den stärksten in der Natur vorkommenden Bindungen 

und bietet die Grundlage für die später folgende Selektion der richtigen DNA-Fragmente und 

ihre sequenzspezifische Sequenzierung. Durch den ebenfalls hinzugefügten Bindungspuffer 

(Biotage, Upsala, Schweden) wurde das für diese Reaktion nötige Milieu geschaffen. 

Das Gemisch aus PCR-Produkt, Sepharose-Beads und Bindungspuffer wurde anschließend 

jeweils 6 Sekunden in 0,1 mM Natriumhydroxidlösung (NaOH, Merck), 6 Sekunden in 

70%igem Ethanol (Merck) und 8 Sekunden in 1x Waschpuffer (1 mM, Washing Buffer, 

Biotage, Upsala, Schweden) gereinigt. Diese Vorgänge wurden auf einer PyroMark Vacuum 

Prep Workstation (Biotage) durchgeführt. Der Weitertransport des festen Bestandteile der 

eingesetzten Lösung wurde über eine Biotage-Saugpumpe (PyroMark Vacuum Prep Tool, 

Biotage) durchgeführt.  

Der Kontakt mit NaOH führte zur Denaturierung der DNA-Stränge, sodass an den nun 

vorliegenden Einzelsträngen die Sequenzierung durchgeführt werden konnte. Durch das 

nachfolgende Spülen mit Ethanol und Waschpuffer wurden schließlich überschüssige, nicht 

Strepavivdin-gebundene DNA-Fragmente entfernt.  

Schließlich wurden die aufgereinigten Bestandteile unter Abschalten des Unterdrucks an der 

Saugpumpe in ein Gemisch aus jeweils 11 μl Annealing-Puffer (1x, Biotage) und 1 μl 

Sequenzierprimer (10 µM, TIB Molbiol, Berlin, Deutschland und Sigma Aldrich, 

Deisenhofen, Deutschland, Primerdesign mit Pyrosequencing™ Assay Design Software, 

Biotage) in ein 96er Format überführt. 

Das entstandene Gemisch wurde anschließend zwei Minuten bei 80 °C auf einer Heizplatte 

(VWR Hotplate/Stirrer, Darmstadt, Deutschland) erhitzt, wobei hier die Bindung des 

Sequenzierprimers an die Einzelstränge stattfand. 
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Die Sequenzierung im Pyrosequencer (PSQ HS 96, Biotage, Upsala, Schweden) verlief 

anschließend nach folgendem Schema: 

Die in der vorherig durchgeführten PCR entstandene, durch die Denaturierung mittels NaOH 

in Einzelstrangform vorliegende und mit dem Sequenzierprimer hybridisierte DNA wurde 

gemeinsam mit einer festgelegten Menge der Enzyme DNA-Polymerase, ATP-Sulfurylase, 

Luciferase, Adenosin-5`Phosphosulfat und Apyrase (Pyro Gold Reagents, Enzyme mixture, 

Biotage) inkubiert. Außerdem wurden die Substrate Desoxycytosin- (dCTP), Desoxyguanin- 

(dGTP), Desoxythymidin- (dTTP) und Desoxyadenosin-α-thio-Triphosphat (dATPαS) 

anstelle von Desoxyadenosintriphosphat (dATP) (Pyro Gold Reagents dNTPs und Substrate 

mixture, Biotage) sequenzadaptiert zugegeben. Hierbei wurde auf die Verwendung von ATP 

verzichtet, da dies in der späteren Nachweisreaktion mittels Luciferase als Substrat dient und 

zusätzliches, nicht äquimolar zur Menge aller eingebauten Nukleotide vorhandenes ATP die 

quantitativ ausgewertete Schlüsselreaktion empfindlich beeinflussen würde.  

Die dNTPs wurden zuvor in 50%iger Verdünnung mit TE-Puffer (10ml 1mM Tris (pH 7.5), 

Sigma, Deisenhofen, Deutschland, 2 ml 0.5 mM EDTA (pH 8.0), Merck, Darmstadt, 

Deutschland) in die Kartuschen des Gerätes gegeben. 

Die Dispersionsabfolge der automatisch hinzugefügten dNTPs musste mittels der Height 

Determination Prototype Software (Pyrosequencing AB, Biotage) vorgegeben werden. 

Sobald das entsprechende Desoxiribonukleotid (dNTP) durch den Pyrosequencer 

hinzupipettiert wurde, katalysierte die DNA-Polymerase dessen Einbau in den 

komplementären DNA-Strang. Hierbei wurde eine zur Menge des eingebauten Nukleotids 

äquimolare Menge an Pyrophosphat (PPi) freigesetzt. 

In der nun folgenden Reaktion konvertierte die ATP-Sulfurylase aus dem Enzym-Mix die 

Umwandlung von Adenosin-5`Phosphosulfat (APS) und PPi zu ATP. Die ebenfalls 

hinzupipettierte Luciferase wandelte das im Substratmix enthaltene Luciferin in Oxyluciferin 

um. Bei dieser Reaktion wurde außerdem das in der vorherig abgelaufenen Sulfyrase-

Reaktion entstandene ATP benötigt, bei dessen Integration in das Luciferin Energie in Form 

von Lichtblitzen freigesetzt wurde (Abb.4). Da die Beleuchtungsstärke des Lichtes (lux) 

proportional zur verbrauchten Menge an ATP ist, ließ das entstandene Licht sich optimal als 

indirektes Maß für die Menge der vorher in den komplementären DNA-Strang eingebauten 

Nukleotide nutzen. Eine charge coupled device (CCD) Kamera im Pyrosequencer™ 

detektierte die Lichtblitze und zeichnete ihre Stärke in Form von Peaks in einem sogenannten 

Pyrogram™ auf (Abb. 5). Anhand ihrer Höhe konnte schließlich erkannt werden, ob keins, 
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eins, zwei oder drei aufeinanderfolgende Nukleotide eines Typs in den komplementären 

DNA-Strang eingebaut worden waren. 

         

Abb. 4: Schema der im Pyrosequencer ablaufenden Enzymkaskade mit nachfolgender Aufzeichnung 

der Peaks (137). 

 

 

Abb. 5: Beispiel für ein Pyrogram™: Umwandlung der freigesetzten Lichtblitze in Peaks 

unterschiedlicher Höhe (137). 

 

Um nach der Luciferase-Reaktion noch vorhandenes ATP und überschüssige dNTPs 

abzubauen, reagierte anschließend eine festgelegte Menge des Enzyms Apyrase mit den noch 

vorhandenen Substratüberschüssen. Hierbei entstanden äquimolare Mengen der 

Desoxyribonukleotiddiphosphate (dNDPs) aus den jeweiligen dNTPs und Phosphat als 

Abfallprodukte (Abb. 6).  

 

 

Abb. 6: Apyrase-Reaktion: Substratüberschüsse werden degradiert und das Reaktionsgemisch wird 

für den nächsten Zyklus regeneriert (137). 

Diese Abfolge von Synthese des Komplementärstranges, Energiefreisetzung und 

Abbaureaktion wurde mit jedem Zyklus, in dem ein weiteres Nukleotid hinzupipettiert wurde, 

wiederholt. Pro SNP bedeutete dies eine Anzahl von 9 bis 17 verschiedenen hinzugefügten 

dNTPs. 
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Die anschließende Analyse der Peaks im Pyrogram™ ergab die jeweilige Basenabfolge des 

sequenzierten DNA-Abschnitts. Zur quantitativen Analyse wurde hierbei das Programm Peak 

Height Determination Prototype SW benutzt. Es verwendet ausgewählte Peaks 

nichtpolymorpher Basen als Referenz, indem es deren Höhe in Prozentverhältnisse konvertiert 

und so die qualitative Bewertung der restlichen Peaks möglich macht (Abb. 7). 

 

 

Abb. 7: Beispieloberfläche der Peak Height Determination Prototype Software 

 

2.3.2 Alleldiskriminierung mittels PCR und Restriktions-Fragment-Längen-

Polymorphismus 

Bei der Alleldiskriminierung des SNPs ABCG2 34G>A (rs2231137) wurde nach der zunächst 

durchgeführten PCR ein enzymatischer Verdau mittels Restriktions-Fragment-Längen-

Polymorphismus (RFLP) durchgeführt (Primersequenz und Fragmentlängen siehe Tab. 12). 

Für die PCR wurden 1 μl DNA (30-100 ng/μl), eine rekombinante Taq-DNA-Polymerase 

(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 2,5 mM Desoxyribonukleotidtriphosphate (Biozym, 

Hessisch Oldendorf, Deutschland), Taq-Puffer (10x, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 

99%iges Di-Methyl-Sulfoxid (DMSO, Merck) sowie zwei flankierende Primer (TIB Molbiol) 

eingesetzt. 
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Tab. 8: PCR-Reaktionsansätze zur Amplifikation der DNA-Fragmente des SNPs ABCG2 34G>A. 

 

 

Tab. 9: Thermocyclerbedingungen zur Amplifikation der DNA-Fragmente des SNPs ABCG2 34G>A. 

 

 

Das entstandene PCR-Produkt wurde stichprobenartig mittels Agarosegel-Elektrophorese (2% 

Agarose) kontrolliert. Die restlichen Bedingungen entsprachen den der im Rahmen der PCR-

Kontrolle bei Analyse über Pyrosequencing angewandten Vorschriften. Anschließend wurde 

unter Zugabe des Restriktionsenzyms Bsr I (10 U/μl, New England Biolabs, Frankfurt, 

Deutschland) und 10x BsrI-Puffer (ebenfalls New England Biolabs) ein Verdau durchgeführt:  

Tab. 10: Restriktionsansatz mit BsrI zur Analyse der Genotypen des SNPs ABCG2 34G>A. 

 

 

Das Gemisch wurde sechs Stunden bei 65°C inkubiert (Thermocycler 9700 GeneAmp, 

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und das Produkt anschließen mittels 

Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt. 

Hierzu wurden jeweils 37,5 μl Verdauprodukt und 3,5 μl Blaumarker in ein 2,5%iges 

Agarosegel gegeben und 40 Minuten bei 120 Volt laufen gelassen. Es wurde ein 100bp 

Vergleichsmarker verwendet. Die Bedingungen entsprachen denen der im Rahmen der PCR-

Reagenzien Volumen [μl] Endkonzentration

Taq-Puffer (10x) 2,5 1,0x

MgCl2 (50mM) 1 2,0 mM

dNTP (10mM) 2,5 1,0 mM

DMSO (99%) 1,25 5x 

Primer forward (10 μM) 0,5 200 nM

Primer reverse (10 μM) 0,5 200 nM

Taq-Polymerase (5 U/μl) 0,15 0,03 U/μl

DNA (30-100 ng/μl) 1,0  - 

aqua bidest. ad  - 

Endvolumen 25

Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation terminale Elongation

3 min. 30 sec. 30 sec. 30 sec. 7 min.

94 °C 94 °C 60 °C 72 °C 72 °C

35 Cyclen

Reagenzien Volumen [μl] Endkonzentration

PCR-Produkt 18,75

Bsr-Puffer (10x) 3,75 1x

Enzym (BsrI) (10U/μl) 0,75 0,2 U/μl

aqua bidest. 14,25

Endvolumen 37,5
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Kontrolle vor dem Pyrosequencing und dem RFLP-Verfahren angewandten Agarose-gel-

Elektrophoresen. 

Nach 40 Minuten Laufzeit konnten unter UV-Durchlicht jeweils SNP-spezifische Banden 

sichtbar gemacht werden (Kodak Image Station 440 CF, Kodak, Stuttgart, Deutschland). 

Bei Betrachtung des SNPs ABCG2 34G>A ergab sich hierbei ein wildtypspezifisches Muster 

mit Banden von 47, 99 und 141 Basenpaaren, im Falle einer Mutation ein Muster mit 99 und 

180 Basenpaaren. Das Fragment von 47 bp ist allerdings zu kurz, um im Gel detektiert zu 

werden (Abb. 9). 

Die Funktionsweise des Verfahrens beruht darauf, dass das Restriktionsenzym BsrI das PCR-

Produkt nur dann schneiden kann, wenn an der Bindungsstelle im Minusstrang ein Cytosin 

(C) bzw. ein Guanin (G) im Plusstrang vorhanden ist und das jeweilige Allel demzufolge dem 

Wildtyp des SNPs entspricht. So entstehen in diesem Fall drei anstelle von zwei DNA-

Fragmente (Abb. 8). 

5`…ACTGGN
▼

…3` 

3`…TGAC▲CN…5` 

Abb. 8: Erkennungssequenz des Enzyms BsrI bei Vorliegen eines Wildtyps im SNP ABCG2, 34 G>A 

(N = A, C, G oder T, http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0527.asp) 

 

 

Abb. 9: Bandenmuster der Restriktionsfragmente nach Agarosegel-Elektrophorese zur Identifizierung 

des Genotyps bei SNP ABCG2 34G>A. Bahn 1, 3, 4 und 5: 34GG: homozygoter Wildtyp. Bahn 2: 

34 GA: heterozygote Variante. Homozygote Variantallelträger waren nicht im Probengut enthalten. 

M: Bandenmuster des Größenstandards Gene Ruler™ 100bp DNA ladder. 
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2.4 Statistische Methoden 

Um zu testen, ob die untersuchte Population sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befand, 

wurde Clinical Trials Design Program, Version 1.0 verwendet. Hierbei kommt es zur 

Anwendung der ersten binomischen Formel, die den Zusammenhang zwischen Allelfrequenz 

und Genotypenfrequenz beschreibt: p
2
 + 2pq + q

2
 = 1, wobei p und q die beobachteten 

Allelfrequenzen beider Allele eines bestimmten Gen-Lokus sind. Die beobachteten und 

erwarteten Häufigkeiten der westeuropäischen Normalbevölkerung wurden mittels chi
2
-Test 

verglichen.  

Um Unterschiede der Genotypenhäufigkeiten zwischen Patienten- und Kontrollgruppe zu 

detektieren, wurde ebenfalls der chi
2
-Test verwendet. Hierbei wurde ebenfalls die Odds-Ratio 

berechnet. War die Zellhäufigkeit eines Tests zu gering, wurde alternativ zum chi
2
-Test der 

exakte Test nach Fisher angewandt. 

Beide Tests wurden mit dem Statistikprogramm SPSS, Version 15.0, durchgeführt. 

Außerdem wurden alle Tests für multiples Testen korrigiert. Hierbei wurde die Bonferroni-

Holm-Methode angewandt. 

In dieser Arbeit wurde eine maximale Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (p = 0.05) als 

Signifikanzgrenze bei zweiseitigem Testen angenommen. Beim multiplen Testen nach der 

Bonferroni-Holm-Methode verringerte sich die Signifikanzgrenze entsprechend der Anzahl 

der Tests (n) nach der Beziehung 0.05/n. 
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Tab. 11: Primernamen, Primersequenzen und Fragmentlängen der PCR-Produkte bezüglich der SNPs ABCA1 -14C>T und 1051G>A, ABCB1 1236C>T , 

2677G>TA und 3435C>T, ABCC2 24C>T, 1249G>A uns 3972C>T, ABCG2 421C>A und ApoE 130C>T und 176C>T. 

Gen SNP Primername   Primersequenz in der PCR (5`-3`)   Annealingtemperatur Fragmentlänge 

ABCA1 -14C>T PSQ A1 -14f bio  5`-bio-AGCACAGGCTTTGACCGATAGTAA  53 °C  102 bp 

  PSQ A1 -14r  5`-ACTCACTCTCGCTCGCAATTAC     

  PSQ A1 -14s  5`-TTACGGGGTTTTTGC     

 1051G>A PSQ A1 219f bio  5`-bio-ACCCAGCTTCCAATCTTCATAATC  56 °C  242 bp 

  PSQ A1 219r   5`-CACCAGGATTGGCTTCAGGATAC     

  PSQ A1 219s  5`-GCAGCCAGTTTCTCC     

ABCB1 1236C>T PQ B1 1236f  5´-TCCTGTGTCTGTGSSTTGCCT  60 °C   

  PQ B1 1236r  5´-bio-GTCTAGCTCGCATGGGTCAT     

  PQ B1 1236s  5´-TGGTAGATCTTGAAGGG     

 2677G>TA PSQ B1 2677f bio  5`-bio-GCAGGAGTTGTTGAAATGAAAAT  65 °C  311 bp 

  PSQ B1 2677r  5`-AATGGCCTGAAAACTGAAAAAGTC     

  PSQ B1 2677s  5`-TTAGTTTGACTCACCTTCC     

 3435C>T PSQ B1 3435f bio  5`-bio-GGAGCCCATCCTGTTTGAC  65 °C  134 bp 

  PSQ B1 3435r  5`-TAGGCAGTGACTCGATGAAGG     

  PSQ B1 3435s  5`-CTCCTTTGCTGCCCT     

ABCC2 24C>T PSQ C2 -24 geDNAf  5`-GGTCATCCTTTACGGAGAACAT  63 °C  149 bp 

  PSQ C2 -24geDNAr bio  5`-bio-GCAGAACTTCTCCAGCATGATT     

  PSQ C2 -24geDNAs  5`-TCATATTAATAGAAGAGTCT     

 1249G>A PSQ C2 1249f bio  5`-bio-CAACTTGGCCAGGAAGGAGTA  63 °C  109 bp 

  PSQ C2 1249r  5`-TTCTGGGCATCCACAGACA     

  PSQ C2 1249s  5`-TCAGGTTCACTGTTTCTC     

 3972C>T PSQC2 3972f  5´-CTGGTCCTCAGAGGGATCACTT  61 °C  54 bp 

  PSQC2 3972r  5´-TCCACCTACCTTCTCCATGCTAC     

  PSQC23972f  5´-CCTACCTTCTCCATGCTA     

ABCG2 421C>A PSQ G2 Ex5f bio  5`-bio-GATGATGTTGTGATGGGCACTC  63 °C  102 bp 

  PSQ G2 Ex5r  5`-CCGTTCGTTTTTTTCATGATTCG     

  PSQ G2 Ex5s  5`-GAAGAGCTGCTGAGAACT     

ApoE 130C>T PQ ApoE 130f_2   5`-AATCGGAACTGGAGGAACAACT   siehe Tab. 7  244 bp 

  PQ ApoE 130r_2 bio  5`-bio-TGCAGGTCATCGGCATCG     

  PQ ApoE 130s_2  5`-GCGGACATGGAGGAC     

 176C>T PQ ApoE 176 f  5`-CTCCGCGATGCCGATGAC  57 °C  52 bp 

  PQ ApoE 176r bio  5`-bio-CCCCGGCCTGGTACACTG     

    PQ ApoE 176s   5`-CGATGACCTGCAGAAG         
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Tab. 12: Primernamen, Primersequenzen, Restriktionsenzym sowie Länge der nach Verdau entstandenen DNA-Fragmente zur Identifizierung des SNPs ABCG2 

34 G>A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen SNP Primername Primersequenz (5`-3`) Enzym Fragmentlänge (bp) mut/wt 

ABCG2 34G>A BCRP Ex2f 5`-GATAAAAACTCTCCAGATGTCTTGC BsrI 99, 180 / 47, 99, 141 
BCRP Ex2r 5`-AGCCAAAACCTGTGAGGTTCAC 
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3 Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurden eine Reihe genetischer Merkmale und das damit assoziierte Risiko für 

eine Alzheimer-Demenz untersucht.  

Dazu wurden 151 Kleinhirnproben von Verstorbenen eingeschlossen. Die Unterscheidung in 

gesunde Kontrollen und Alzheimer-Patienten wurde nach dem CERAD-Score durchgeführt. 

Einer gesunden Kontrolle wird hierbei ein CERAD-Score von A zugeordnet, während 

Alzheimer-Positivität als CERAD-Score B oder C definiert ist. In der Studie wurden 80 

gesunden Kontrollen 71 Alzheimer-Patienten gegenübergestellt. 

Da bei der Alzheimer-Demenz, einer Erkrankung des höheren Lebensalters, das Alter der 

Studienteilnehmer zum Todeszeitpunkt eine wichtige Rolle in Bezug auf die Penetranz der 

genetischen Faktoren in der Krankheitsätiologie spielt (138), wurde die Kohorte zusätzlich in 

unterschiedliche Altersgruppen eingeteilt: Es wurden die selben statistischen Tests jeweils auf 

die Gruppe der mindestens 50-, mindestens 60- und mindestens 65-Jährigen angewandt. Die 

Aufteilung der Patienten und Kontrollen in die einzelnen Altersklassen ist in Tab. 13 

wiedergegeben. 

 

Tab. 13: Anzahl der Probanden in den unterschiedlichen Altersgruppen. 

Kohorte Anzahl Patienten Kontrollen 

gesamt 151 71 80 

 50 Jahre 148 69 79 

 60 Jahre 134 67 67 

 65 Jahre 120 63 57 

 

3.1 Statistischen Analyse des Alzheimerrisikos in Bezug auf die ABC-Transporter 

Mittels PCR und Pyrosequencing bzw. RFLP-Methode wurde zunächst die Genotypisierung 

durchgeführt. Hierbei wurden die Polymorphismen ABCA1 -14C>T und 1051G>A, ABCB1 

1236C>T, 2677G>TA und 3435C>T, ABCC2 24C>T, 1249G>A und 3972C>T, ABCG2 

421C>A und 34G>A, ApoE SNP 130C>T und 176C>T untersucht (Tab. 14, 15 und 17). 
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Tab. 14: Genotypfrequenzen der SNPs der ABC-Transporter bei gesunden Kontrollen und Alzheimer-

Patienten. 

SNP Genotyp Alzheimer  

(n)  

95% KI 

Alzheimer 

Kontrollen 

(n) 

95%  KI        

Kontrollen 

p-Wert 

ABCA1 

-14C>T 

 

CC 

CT 

TT 

0.30 (21) 

0.58 (41) 

0.12 (9) 

0.21-0.43 

0.44-0.68 

0.06-0.22 

0.35 (28) 

0.45 (36) 

0.20 (16) 

0.24-0.46 

0.34-0.57 

0.12-0.31 

0.252 

ABCA1 

1051G>A 

GG 

GA 

AA 

0.51 (36) 

0.39 (28) 

0.10 (7) 

0.39-0.63 

0.28-0.52 

0.04-0.19 

0.57 (43) 

0.36 (27) 

0.08 (6) 

0.44-0.67 

0.25-0.51 

0.03-0.17 

0.761 

ABCB1 

1236 C>T 

CC 

CT 

TT 

0.33 (21) 

0.50 (32) 

0.17 (11) 

0.22-0.46 

0.37-0.63 

0.09-0.29 

0.32 (23) 

0.47 (33) 

0.21 (15) 

0.22-0.45 

0.35-0.59 

0.12-0.32 

0.835 

ABCB1 

2677G>TA 

 

GG 

GT 

TT 

GA 

TA 

AA 

0.35 (25) 

0.48 (34) 

0.16 (11) 

0.01 (1) 

0.00 (0) 

0.00 (0) 

0.24-0.46 

0.37-0.61 

0.08-0.25 

0.00-0.07 

- 

- 

0.34 (26) 

0.38 (29) 

0.25 (19) 

0.03 (2) 

0.013 (1) 

0.00 (0) 

0.24-0.46 

0.26-0.49 

0.16-0.36 

0.00-0.09 

0.00-0.07 

- 

0.456 

ABCB1  

3435C>T 

 

CC 

CT 

TT 

0.13 (9) 

0.59 (41) 

0.28 (19) 

0.07-0.25 

0.46-0.70 

0.17-0.39 

0.22 (16) 

0.41 (30) 

0.38 (28) 

0.12-0.32 

0.29-0.53 

0.27-0.51 

0.074 

ABCC2 

24C>T 

 

CC 

CT 

TT 

0.63 (44) 

0.34 (24) 

0.03 (2) 

0.52-0.75 

0.23-0.45 

0.00-0.09 

0.70 (57) 

0.27 (22) 

0.03 (2) 

0.58-0.79 

0.18-0.39 

0.00-0.09 

0.618 

ABCC2 

1249G>A 

GG 

GA 

AA 

0.61 (43) 

0.34 (24) 

0.04 (3) 

0.50-0.74 

0.23-0.45 

0.01-0.12 

0.60 (47) 

0.35 (28) 

0.05 (4) 

0.48-0.69 

0.25-0.48 

0.01-0.13 

0.958 

ABCC2 

3972C>T 

CC 

CT 

TT 

0.35 (23) 

0.51 (33) 

0.14 (9) 

0.21-0.44 

0.26-0.58 

0.06-0.22 

0.5 (36) 

0.38 (27) 

0.12 (9) 

0.38-0.62 

0.26-0.50 

0.06-0.22 

0.211 

ABCG2 

34G>A 

 

GG  

GA 

AA 

0.99 (69) 

0.01 (1) 

0.00 (0) 

0.93-0.99 

0.00-0.08 

- 

0.96 (69) 

0.04 (3) 

0.00 (0) 

0.88-0.99 

0.01-0.12 

- 

0.62
1
  

ABCG2 

421C>A 

 

CC 

CA 

AA 

0.79 (56) 

0.21 (15) 

0.00 (0) 

0.67-0.87 

0.13-0.33 

- 

0.83 (66) 

0.16 (13) 

0.01 (1) 

0.74-0.91 

0.08-0.25 

0.00-0.07 

0.489 

1
 errechnet nach dem einseitigen Fisher´s exakten Test 
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Die Gesamtanzahl in Bezug auf die Analyse einzelner SNPs weicht häufig voneinander ab, da 

nicht immer alle insgesamt 151 verfügbaren Proben genotypisiert werden konnten. 

Um den statistischen Einfluss der unterschiedlichen Genotypen ermitteln zu können, wurde 

neben dem statistischen Vergleich aller jew. SNP-spezifischen Allelkombinationen die 

Untersuchung der SNPs mit Hilfe von dominant-rezessiven Modellen durchgeführt. Hierbei 

wurden jeweils zwei verschiedene Allelkombinationen zusammengefasst und mit einer dritten 

verglichen, wobei primär nach Wildtyp (dominantes Modell) und Varianttyp (rezessives 

Modell) unterschieden wurde. Für ABCB1 3435C>T gilt zum Beispiel: Im rezessiven Modell 

findet ein Vergleich der Gruppe der Wildtypallelträger (CT- oder CC-Genotyp) mit der 

Gruppe der TT-Allelträger statt. Im dominanten Modell wird ein Vergleich der Gruppe der 

Variantallelträger, d.h. Probanden TT- oder CT-Genotyp, mit der Gruppe der CC-Träger 

durchgeführt. Der SNP ABCB1 2677G>TA nimmt diesbezüglich eine Sonderstellung ein, da 

es sich hierbei um einen triallelischen Polymorphismus handelt und somit drei mögliche 

Basen zur Verfügung stehen. Im G-rezessiven Modell werden die Genotypen GG, GA und 

GT mit den Genotypen AA, AT und TT verglichen, im T-rezessiven Modell die Genotypen 

TT, TA und GT mit den Kombinationen GG, GA und AA und im A-rezessiven Modell die 

Genotypen AA, TA und GA mit den Genotypen GG, GT und TT. 

Tab. 15: Genotypfrequenzen der SNPs der ABC-Transporter bei gesunden Kontrollen und Alzheimer-

Patienten; rezessive und dominante Modelle. 

SNP  Allel Alzheimer (n) Kontrollen (n)  p-Wert  

ABCA1 

-14C>T 

Dom. 

 

Rez. 

CC 

CT+TT 

CC+CT 

TT 

0.30 (21) 

0.70 (50) 

0.87 (62) 

0.13 (9) 

0.35 (28) 

0.65 (52) 

0.80 (64) 

0.20 (16) 

0.477 

 

0.227 

ABCA1 

1051G>A 

Dom. 

 

Rez. 

GG 

GA+AA 

GG+GA 

AA 

0.51 (36) 

0.49 (35) 

0.90 (64) 

0.10 (7) 

0.57 (43) 

0.43 (33) 

0.92 (70) 

0.08 (6) 

0.475 

 

0.675 

ABCB1 

1236C>T 

Dom. 

 

Rez. 

CC 

CT+TT 

CC+CT 

TT 

0.33 (21) 

0.67 (43) 

0.83 (53) 

0.17 (11) 

0.32 (23) 

0.68 (48) 

0.79 (56) 

0.21 (15) 

0.959 

 

0.562 

ABCB1 

2677G>TA 

G-dom. 

 

G-Rez. 

GG 

Restl. 

GG+GT+GA 

TT+TA+AA 

0.35 (25) 

0.65 (46) 

0.85 (60) 

0.16 (11) 

0.34 (26) 

0.66 (51) 

0.74 (57) 

0.26 (20) 

0.853 

 

0.117 
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SNP  Allel Alzheimer (n) Kontrollen (n)  p-Wert  

ABCB1 

3435C>T 

Dom. 

 

Rez. 

 

CC 

CT+TT 

CC+CT 

TT 

0.13 (9) 

0.87 (60) 

0.73 (50) 

0.28 (19) 

0.22 (16) 

0.78 (58) 

0.62 (46) 

0.38 (28) 

0.177 

 

0.190 

ABCC2 

-24C>T 

Dom. 

 

Rez. 

 

CC 

CT+TT 

CC+CT 

TT 

0.63 (44) 

0.37 (26) 

0.97(68) 

0.03 (2) 

0.70 (57) 

0.30 (24) 

0.98 (79) 

0.03 (2) 

0.328 

 

0.882 

ABCC2 

1249G>A 

Dom. 

 

Rez. 

 

GG 

GA+AA 

GG+GA 

AA 

0.61 (43) 

0.39 (27) 

0.96 (67) 

0.04 (3) 

0.60 (47) 

0.41 (32) 

0.95 (75) 

0.05 (4) 

0.810 

 

0.823 

ABCC2 

3972C>T 

Dom. 

 

Rez. 

 

CC 

CT+TT 

CC+CT 

TT 

0.35 (23) 

0.65 (42) 

0.86 (56) 

0.14 (9) 

0.50 (36) 

0.50 (36) 

0.88 (63) 

0.13 (9) 

0.085 

 

0.816 

 

ABCG2 

34G>A 

Dom. 

 

Rez. 

 

GG 

GA+AA 

GG+GA 

AA 

0.99 (69) 

0.01 (1) 

1.00 (70) 

0.00 (0) 

0.96 (69) 

0.04 (3) 

1.00 (72) 

0.00 (0) 

0.620
1
  

 

- 

ABCG2 

421C>A 

Dom. 

 

Rez. 

 

AA 

CA+CC 

CC 

CA+AA 

0.79 (56) 

0.21 (15) 

1.00 (71) 

0.00 (0) 

0.83 (66) 

0.18 (14) 

0.99 (79) 

0.01 (1) 

0.572 

 

1.00
1
 

1 
errechnet nach dem einseitigen Fisher´s exakten Test 

Alle ermittelten Genotypenfrequenzen in allen Supra- und Subgruppen befanden sich im 

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Tab. 14). Hierbei wurden jeweils die für die 

Normalbevölkerung angenommenen Genotypenverteilungen mit denen der untersuchten 

Stichprobe verglichen. Durch die Übereinstimmung der Genotypfrequenzen insbesondere in 

der Gruppe der gesunden Kontrollen wurde auf diese Weise die Annahme bestätigt, dass es 

sich hierbei um eine repräsentative Stichprobe der Normalbevölkerung handelte (Tab. 14, 15).  

Alle nach dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson ermittelten p-Werte wurden einer Korrektur 

für multiples Testen unterzogen. Hierbei wurde eine Permutationsanalyse nach Carmago, 

Azuaje et al. (139) durchgeführt. 
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In Bezug auf die Polymorphismen ABCA1 (SNPs -14C>T und 1051G>A) und ABCG2 

(SNPs 421C>A und 34G>A) ergab sich weder bei Verzicht auf die Altersstratifizierung noch 

in der Gruppe der mindestens-50, -60- oder 65-Jährigen ein signifikanter Zusammenhang 

zwischen einem Genotyp und dem Erkrankungsrisiko für Alzheimer-Demenz. Auch bei 

Betrachtung der SNPs ABCC2 -24C>T und 1249G>A ergaben sich keine signifikanten Werte 

(Tab. 14 und 15).   

3.2 Untersuchung des ApoE-Genotyps bei Alzheimer-Patienten und bei gesunden 

Kontrollen 

Jede Gruppe wurde nach dem ApoE-ε4-Allelstatus unterteilt. Dieser gilt als bisher einziger 

replizierbarer genetischer Einflussfaktor für die Entwicklung der Alzheimer-Demenz (32, 42). 

Der ApoE-ε4-Allelstatus wurde aus Kombination der SNPs ApoE 130C>T und 176C>T 

ermittelt (siehe Tab. 16). Hierbei wurde als ApoE-ε4-Allel-positiv gewertet, wer über einen 

Allelstatus von ε2/4, ε3/4 oder ε4/4 verfügte, und als ApoE-ε4-Allel-negativ gewertet, wer 

eine Allelstatus von ε2/2, ε2/3 oder 3/3 aufwies (Tab. 17).  

Tab. 16: Ermittlung des ApoE-ε4-Allelstatus (140). 

ApoE 130C>T-Genotyp ApoE 176 C>T-Genotyp ApoE-ε4-Allelstatus 

C/C 

T/C 

T/T 

T/T 

T/C 

T/T 

C/C 

C/C 

C/C 

T/C 

T/C 

T/T 

ε4 / ε4 

ε3 / ε4 

ε3 / ε3 

ε2 / ε3 

ε2 / ε4 

ε2 / ε2 

 

Da nicht bei allen Proben eine Analyse des ApoE- ε4-Allelstatus durchgeführt werden konnte, 

standen hierbei insgesamt 137 Probanden zur statistischen Analyse zur Verfügung, wobei es 

sich bei 68 um gesunde Kontrollen und bei 69 um Alzheimer-Patienten handelte. 
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Tab. 17: Genotypfrequenzen bei gesunden Kontrollen und Alzheimer-Patienten in Bezug auf ApoE 

130C>T, 176C>T und das ε4-Allel. 

SNP Genotyp Alzheimer 

(n)  

95% KI 

Alzheimer 

Kontrollen 

(n) 

95% KI 

Kontrollen 

p-Wert 

ApoE 

130C>T 

 

TT 

TC 

CC 

0.42 (29) 

0.42 (29) 

0.16 (11) 

0.32-0.56 

0.29-0.53 

0.08-0.26 

0.87 (59) 

0.12 (8) 

0.01 (1) 

0.76-0.94 

0.05-0.22 

0.00-0.08 

<0.0001 

 

 

ApoE 

176C>T 

 

CC 

CT 

TT 

0.93 (65) 

0.07 (5) 

0.00 (0) 

0.85-0.98 

0.02-0.15 

- 

0.79 (64) 

0.20 (16) 

0.01 (1) 

0.68-0.87 

0.12-0.30 

0.00-0.07 

0.05 

 

ApoE 

0 = kein ε4-Allel 

1 = ε4-Allel 

0 

1 

0.42 (29) 

0.58 (40) 

 0.87 (59) 

0.13 (9) 

 <0.0001 

In allen Altersgruppen (d.h. einerseits bei Nicht-Berücksichtigung jeglicher 

Alterseingrenzungen, andererseits aber auch bei Betrachtung der mindestens 50-, mindestens 

60- und mindestens 65-Jährigen) zeigte sich der statistisch signifikante Einfluss des ApoE-

Genotyps auf das Alzheimerrisiko. Dies wurde auch in Form von zahlreichen anderen Studien 

belegt (32, 42). Als Beispiel kann an dieser Stelle die Verteilung in der Gruppe ohne 

Altersstratifizierung angeführt werden: Während unter den gesunden Kontrollen nur 13.2% 

das ApoE- ε4-Allel trugen, waren es unter den AD-Patienten 58 % (p < 0.0001 Abb. 10, Tab. 

17). Die Odds-Ratio betrug 9.04, das 95%-Konfidenzintervall 3.87 – 21.2. Auch in allen 

anderen Altergruppen bestätigte sich dieses Ergebnis (p≥ 50 Jahre= < 0.0001,         

p≥ 60 Jahre= < 0.0001, p≥ 65 Jahre= < 0.0001). 

 

Abb. 10: Relative Häufigkeit des Auftretens des ApoE-ε4-Allels in der Gruppe der gesunden 

Kontrollen (AD negativ) und der Gruppe der Alzheimer-Patienten (AD positiv). 
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3.3 Einfluss der ABCB1-Genoytypen auf das Risiko der Entstehung einer Alzheimer-

Demenz 

Zunächst wurden zu den im ABCB1-Gen untersuchten SNPs 1236 C>T, 2677G>TA und 

3435C>T Genotypen- und Allelfrequenz berechnet (Tab. 14 und 15). 

3.3.1 Einfluss des SNPs ABCB1 1236 C>T auf das Risiko der Entstehung einer 

Alzheimer-Demenz 

Sowohl in den Altergruppen der mindestens-60- als auch der mindestens-65-Jährigen ließ sich 

unter der Voraussetzung der Abwesenheit des Apo-E- ε4-Allels eine signifikante Assoziation 

zwischen Auftreten der Alzheimererkrankung und Vorliegen desWildtypallels (C) beobachten 

(CC+CT vs. TT; p≥60 Jahre = 0.044, p≥65 Jahre = 0.038, Abb. 11, Tab. 18).  

 

Abb. 11: Relative Anteile der Träger des ABCB1 1236 C-Allels (CC- oder CT-Genotyp) und der 

Träger des wildtypspezifischen T-Allels (TT-Genotyp) an AD-positiven und AD-negativen Probanden 

mit neg. ApoE-ε4-Allelstatus in der Gruppe der mindestens 65-Jährigen. 

Tab. 18: Genotypfrequenzen zu ABCB1 1236C>T der mindestens 65-Jährigen, rezessives Modell,  

ApoE- ε4-Allel-Status negativ. 

SNP  Allel Kontrollen (n) Alzheimer (n) p-Wert  

ABCB1 

1236C>T 

 CC+CT 

TT 

0.80 (28) 

0.20 (7) 

1.00 (21) 

0.00 (0) 

0.038
1
 

 
1
 errechnet nach dem einseitigen Fisher´s exakten Test 
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3.3.2 Einfluss des SNPs ABCB1 2677G>TA auf das Risiko der Entstehung einer 

Alzheimer-Demenz 

Unabhängig von der Stratifizierung nach ApoE-ε4-Allelstatus zeigte sich in der Gruppe der 

mindestens 65-Jährigen Alzheimer-Patienten eine signifikant höhere Zahl an Trägern des 

ABCB1 2677 GG-, GT- oder GA-Genotyps (Wildtypallel) (OR 2.7, 95%-KI 0.14 – 0.95, p≥65 

Jahre=0.036, Abb. 12). Unter den nicht von Alzheimer-Demenz Betroffenen waren die 

Genotypen ABCB1 2677 TT, TA und AA häufiger (Tab. 19). Alle p-Werte wurden mittels 

des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson bestimmt. 

 

Abb. 12: Relative Anteile der Träger des ABCB1 2677 G-Allels (GG-, GT- oder GA-Genotyp) und 

der Träger ohne wildtypspezifisches G-Allel (TT-, TA- und AA-Genotyp) an AD-negativen und AD-

positiven Probanden in der Gruppe der mindestens 65-Jährigen; keine Einbeziehung von ApoE-Status 

und Geschlecht. 

Tab. 19: Genotypfrequenzen zu ABCB1 2677G>TA der mindestens 65-Jährigen: G-rezessives 

Modell, keine Einbeziehung von ApoE ε4-Allelstatus. 

SNP  Allel Kontrollen (n) Alzheimer (n) p-Wert  

ABCB1 

2677G>TA 

 

 

GG+GT+GA 

TT+TA+AA 

0.72 (38) 

0.28 (15) 

0.87 (55) 

0.13 (8) 

0.036 

 

Bei Einbeziehung des Apo-E-ε4-Allelstatus fanden sich ausschließlich in der Gruppe der ε4-

Negativen signifikante Werte: Auch hier war ein GG-, GT-, oder GA-Allelstatus mit einem 

höheren Alzheimerrisiko assoziiert (p≥ 60 Jahre=0.011, p≥ 65 Jahre=0.018, Tab. 20). 
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Tab. 20: Genotypfrequenzen zu ABCB1 2677G>TA der mindestens 65-Jährigen, G-rezessives 

Modell: ApoE ε4-Allelstatus negativ. 

SNP  Allel Kontrollen (n) Alzheimer (n) p-Wert  

ABCB1 

2677G>TA 

 GG+GT+GA 

TT+TA+AA 

0.78 (29) 

0.22 (8) 

1.00 (24) 

0.00 (0) 

0.018
1
 

 
1 

errechet nach dem Fisher´s exakten Test 

3.3.3 Einfluss des SNPs ABCB1 3435C>T auf das Risiko der Entstehung einer 

Alzheimer-Demenz 

Auch bei der Untersuchung des SNPs ABCB1 3435C>T ließ sich ein statistisch signifikanter 

Zusammenhang zwischen Genotyp und Alzheimerrisiko ermitteln, welcher sich vor allem bei 

Betrachtung der ApoE-ε4-Allel-negativen Probanden andeutete. In der Gruppe der mindestens 

60-jährigen-ApoEε4-Allel-Negativen zeigte sich bei an Alzheimer-Demenz erkrankten 

Probanden eine signifikante Häufung des ABCB1 3435 Wildtypallels C (ABCB1 3435, CC 

vs. CT vs. TT p≥60 Jahre =0.041, siehe Abb. 13; rezessives Modell: p≥60 Jahre = 0,049, Tab. 21). 

In der Gruppe ohne Alterseinschränkungen und in der Gruppe der mindestens 65-Jährigen 

war der Effekt ebenfalls angedeutet, allerdings nicht signifikant. Bei Außerachtlassen des 

ApoE- ε4-Allelstatus zeigte sich in der Gruppe der mindestens-60-Jährigen und der 

mindestens 65-Jährigen eine leichte, aber die Signifikanz verfehlende Häufung von 

Alzheimererkrankungen bei Vorliegen des Wildtypallels (p≥60 Jahre = 0.054, p≥65 Jahre = 0.063). 

 

Abb. 13: Relative Anteile im rezessiven Modell (CC+CT vs. TT) SNPs ABCB1 3435C>T an AD-

positiven und AD-negativen Probanden bei negativem ApoE-ε4-Allelstatus in der Gruppe der 

mindestens-60-Jährigen. 
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Tab. 21: Genotypfrequenzen zu ABCB1 3435C>T der mindestens 60-Jährigen, ApoE- ε4-Allel-Status 

negativ. 

SNP  Allel Kontrollen (n) Alzheimer (n) p-Wert  

ABCB1 

3435C>T 

 CC 

CT 

TT 

0.25 (12)  

0.42 (20) 

0.33 (16) 

0.16 (4) 

0.72 (18) 

0.12 (3) 

0.041 

  CC+CT 0.67 (32) 0.88 (22) 0.049 

 

3.4 Einfluss des SNPs ABCC2 3972C>T auf das Risiko der Entstehung einer Alzheimer-

Demenz 

Bei Betrachtung des SNPs ABCC2 3927 C>T ließ sich in allen Altersgruppen bei Apo-E- ε4-

Allel-Negativen eine signifikante Assoziation zwischen Alzheimererkrankung und Vorliegen 

des Variantallels (T) beobachten (OR 3.73, 95%-KI 1.37 – 40.4, pkeine Alterseinschränkungen = 0.008, 

Abb. 14, Tab. 22). Auch bei Betrachtung der einzelnen Altersgruppen bestätigte sich dies (p≥ 

60 Jahre = 0.012, p≥ 65 Jahre = 0.011).  

 
Abb. 14: Relative Anteile der Genotypen des SNPs ABCC2 3972C>T, keine Alterseinschränkungen, 

ApoE-ε4-Allelstatus negativ, rezessives Modell.  

Tab. 22: Genotypfrequenzen zu ABCC2 3972C>T im rezessiven Modell, ApoE-ε4-Allelstatus 

negativ, keine Alterseinschränkungen. 

SNP  Allel Kontrollen (n) Alzheimer (n) p-Wert  

ABCC2 

3972 C>T 

ApoE ε4-

Negative 

ApoE ε4- 

Positive 

CC 

CT+TT 

CC 

CT+TT 

0.56 (29) 

0.44 (23) 

0.38 (3) 

0.62 (5) 

0.25 (7) 

0.75 (21) 

0.42 (15) 

0.58 (21) 

0.008 

 

1.00
1
 

1 
errechnet nach dem einseitigen Fisher´s exakten Test 
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3.5 Einfluss des Geschlechts auf das Risiko der Entstehung einer Alzheimer-Demenz 

Zunächst wurde die gesamte Kohorte ohne Berücksichtigung von Alterseinschränkungen oder 

ApoE-ε4-Allelstatus untersucht. 

Hierbei ergab sich über alle Altersgruppen hinweg, dass sich die signifikanten Effekte in 

Bezug auf die SNPs ABCB1 1236C>T und 2677G>TA, angedeutet auch in Bezug auf 

ABCB1 3435C>T, ausschließlich in der weiblichen Subgruppe beobachten ließen (Tab. 23). 

Tab. 23: Überblick der Genoytpfrequenzen von ABCB1 bei Stratifikation nach Geschlecht. 

SNP 

ABCB1 

Geschlecht Genotyp Alzheimer 

Prozent 

(%) 

Kontrollen, 

Prozent 

(%) 

OR 95% 

KI 

p-Wert 

1236C>T  männlich CC 0.30 (8)  0.33 (14)    

  CT 0.44 (12)  0.54 (23)    

  TT 0.26 (7) 0.14 (6)    0.450 

  rezessives Modell        

(TTvs.CC+CT) 

  2.16 0.64-

7.30 

0.210 

 weiblich CC 0.36 (13) 0.32 (9)    

  CT 0.56 (20)  0.36 (10)     

  TT 0.08 (3)  0.32 (9)    0.046 

  Rezessives Modell 

(TT vs. CC+CT) 

  0.19 0.05-

0.80 
0.015 

2677G>TA männlich GG 0.29 (9)  0.40 (19)     

  GT+TA 0.48 (15)  0.43 (21)     

  TT+TA+AA 0.23 (7)  0.17 (8)   0.598 

  Rezessives Modell 

(TT+TA+AA 

vs.GG+GA+GA) 

  1.46 0.47-

4.53 

0.513 

 weiblich GG 0.41 (16) 0.24 (7)     

  GT+TA 0.49 (19)  0.35 (10)     

  TT+TA+AA 0.10 (4)  0.41 (12)    0.011 

  Rezessives Modell 

(TT+TA+AA vs. 

GG+GA+GA) 

  0.16 0.04-

0.58 
0.003 

3435C>T männlich CC 0.10 (3) 0.26 (12)    

  CT 0.57 (17)  0.41 (19)     

  TT 0.33 (10)  0.33 (15)    0.193 

  Rezessives Modell 

(TT vs. CC+CT) 

  1.03 0.39-

2.75 

0.948 

 weiblich CC 0.16 (6)  0.14 (4)     

  CT 0.60 (23)  0.39 (11)     

  TT 0.24 (9) 0.47 (13)    0.140 

  Rezessives Modell 

(TT vs. CC+CT) 

  0.36 0.12-

1.03 

0.053 
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Unter Frauen ist der Zusammenhang zwischen erhöhtem AD-Risiko und Vorliegen des C-

Allels im SNP ABCB1 1236C>T mit p=0.015 signifikant, während dies mit einem p von 0.21 

in der männlichen Subgruppe nicht der Fall ist (Abb. 15, Tab.24).  

A       B 

  

Abb. 15: Relative Anteile der Träger der C-Allels (CC- oder CT-Genotyp) und der Träger des T-

Allels in Bezug auf den SNP ABCB1 1236C>T an AD-negativen und AD-positiven Probanden; keine 

Alterseinschränkungen, keine Einbeziehung des ApoE-ε4-Allelstatus. A: Männer, B: Frauen.  

Tab. 24: Genotypenfrequenzen zu ABCB1 1236C>T unter Einbeziehung des Geschlechts; rezessives 

Modell, keine Alterseinschränkung, keine Einbeziehung des ApoE-ε4-Allelstatus. 

Polymorphismus  Allel Kontrollen (n) Alzheimer (n) p-Wert  

ABCB1 

1236 C>T 

männlich 

 

weiblich 

CC+CT 

TT 

CC+CT 

TT 

0.86 (37) 

0.14 (6) 

0.68 (19) 

0.32 (9) 

0.74 (20) 

0.26 (7) 

0.92 (33) 

0.08 (3) 

0.21 

 

0.015 

 

 

Ähnlich sieht es bei Betrachtung des SNPs ABCB1 2677G>TA aus: Während das G-Allel bei 

Frauen mit einem p von 0.003 einen signifikanten Risikofaktor darstellt, ist dies bei einem p 

von 0.513 unter den Männern nicht der Fall (Modell: GG+GT+GA vs. TT+TA+AA, Abb. 16, 

Tab. 25). 
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A      B 

 

Abb. 16: Relative Anteile der Träger des G-Allels (GG-, GT- oder GA-Genotyp) und der Träger ohne 

wildtypspezifisches G-Allel (TT-, TA- und AA-Genotyp) des SNPs ABCB1 2677G>TA an AD-

negativen und AD-positiven Probanden bei Verzicht auf eine Alterseinschränkung. A: Männer, B: 

Frauen. 

Tab. 25: Genotypenfrequenzen des SNPs ABCB1 2677G>TA unter Einbeziehung des Geschlechts; 

G-rezessives Modell, keine Alterseinschränkung, keine Einbeziehung des ApoE-ε4-Allelstatus. 

Polymorphismus  Allel Kontrollen (n) Alzheimer (n) p-Wert  

ABCB1 

2677G>TA 

Männlich 

 

weiblich 

GG+GT+GA 

TT+TA+AA 

GG+GT+GA 

TT+TA+AA 

0.83 (40) 

0.17 (8) 

0.59 (17) 

0.41 (12) 

0.77 (24) 

0.23 (7) 

0.90 (35) 

0.10 (4) 

0.513 

 

0.003 

 

 

Auch in den Altersgruppen der mindestens 60- und 65-Jährigen ließ sich der entsprechende 

Effekt feststellen (keine Einbeziehung des ApoE- ε4-Allelstatus: ABCB1 1236C>T, rez. 

Modell: p≥ 60Jahre, weiblich=0.022, p≥ 60Jahre, männlich=0.328 p≥ 65Jahre, weiblich=0.045, p≥ 65Jahre, 

männlich=0.732; ABCB1 2677G>TA, G-rez. Modell: p≥ 60Jahre, weiblich=0.003, p≥ 60Jahre, 

männlich=0.762, p≥ 65Jahre, weiblich=0.014, p≥ 65Jahre, männlich=0.757).  

In der Gruppe der ApoE-ε4-Negativen kommt der Effekt ebenfalls zum Tragen (ABCB1 

1236C>T: p≥60 Jahre, weiblich=0.046, p≥60 Jahre, männlich=1.000; ABCB1 2677 G>TA: p≥60 Jahre, 

weiblich=0.007, p≥60 Jahre, männlich=1.000; p≥65 Jahre, weiblich=0.018, p≥65Jahre, männlich=0.379).  

Ein ähnliches, die statistische Signifikanz leicht verfehlendes Ergebnis ließ sich beim SNP 

ABCB1 3435C>T beobachten: Bei den Frauen, die an Alzheimer-Demenz erkrankt waren, 

war das ABCB1 3435 C-Allel gegenüber dem T-Allel häufiger nachweisbar (p = 0.053). Bei 
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den Männern hingegen war kein protektiver Charakter des T-Allels zu beobachten 

(p = 0.948). 

Auch bei der Analyse des SNPs ABCC2 3972C>T bestätigte sich dieser Trend: In der 

weiblichen Subgruppe ergab sich unter AD-Patienten eine Häufung des T-Allels, wobei das 

übliche Signifikanzniveau leicht verfehlt wurde (p=0.056). Bei den korrelierenden 

männlichen Patienten ließ sich kein solcher Effekt beoachten (p=0.537). 

Bei Zusammenfassung der homozygoten Träger des Wildtypallels für ABCB1 1236C>T, 

2677G>TA und 3435C>T zu einem Diplotyp *1/*1 und homozygoten Trägern des 

Variantallels zum Diplotyp *2/*2 (141) ergab sich eine Häufung der *1/*1-Diplotyps  

gegenüber den *2/*2-Diplotypen unter den weiblichen Kontrollen, wobei die statistische 

Signifikanz (p=0.058, OR 6.77, 95%-KI 0.86 – 55.6) leicht verfehlt wurde. 

3.6 Ergebnisse der logistischen Regressionsanalyse 

Aufgrund der signifikanten Ergebnisse in Bezug auf ABCB1 und ABCB2 wurde eine 

logistische Regressionanalyse durchgeführt, in die Alter, Geschlecht und die dichotomen 

Genotypenmodelle zu ApoE, ABCB12677G>TA und ABCC2 3972C>T einbezogen wurden. 

Weiterhin blieb das ApoE-ε4-Allel in signifikanter Assoziation mit dem Alzheimerrisiko (OR 

15.6, 95%-KI 4.22 – 57.6, p<0.001). Auch in Bezug auf ABCC2 ergab sich weiterhin ein 

signifikanter Zusammenhang (OR 3.57, 95%-KI 1.09 – 11.7, p=0.035). Dies war in Bezug auf 

ABCB1 nicht der Fall. Die logistische Regressionsanalyse an den ApoE-ε4-Allel-Negativen 

ergab weiterhin signifikante Werte für ABCC2 (p=0.010), allerdings keine Assoziation in 

Bezug auf ABCB1. 
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4 Diskussion 

4.1 Einfluss des Transportgleichgewichts an der Bluthirnschranke auf das Risiko einer 

Alzheimer-Demenz 

Die Alzheimer-Demenz hat viele Ursachen. Neben multiplen exogenen Faktoren, die in der 

Krankheitsgenese eine Rolle spielen, sind vor allem biochemische Prozesse auf 

hirnorganischer Ebene von entscheidender ätiologischer Bedeutung. Hauptverursacher für den 

Untergang von Neuronen in den krankheitsrelevanten Hirnarealen ist neben intrazellulärer 

Ablagerung des Proteins Tau das im Übermaß vorhandene Aβ (16, 142).  

Das bei AD vermehrt vorliegende Aβ40-42 induziert oxidativen Stress, stört insbesondere die 

neuronale Calcium-Homöostase (143), hemmt den neuronalen Energie-Metabolismus und 

führt schließlich zur oxidativen Schädigung von Proteinen, DNA und Lipiden. Besonders die 

Synapsen, die als Ort der Signalübertragung ständig extremen Schwankungen der 

Ionenkonzentration ausgesetzt sind, reagieren sehr sensibel. Folge der Aβ-Überlastung ist 

außerdem eine Aktivierung von Mikroglia: Die Immunzellen des ZNS produzieren pro-

inflammatorische Zytokine wie TNF-α oder Interferon-γ. Außerdem werden Proteine der 

Komplementkaskade freigesetzt: Insbesondere C1q interagiert hierbei mit Aβ und sorgt für 

eine zusätzliche Verstärkung seiner Aggregation (28). 

Die Folge ist schließlich der Untergang von Neuronen in besonders vulnerablen 

Gehirnarealen, z.B. dem Hippocampus und dem Temporallappen. 

Bei den meisten AD-Patienten liegen im Gegensatz zu den wenigen erblich bedingten Fällen 

keine Mutationen im Bereich der Aβ-Produktion vor. Dementsprechend muss es andere 

Ursachen für die erhöhte Akkumulationsneigung des fehlgefalteten Proteins geben, z.B. ein 

gestörter Abtransport über die Blut-Hirn-Schranke.  

Der Influx von Aβ wird physiologisch vor allem über die Interaktion von Aβ mit dem 

Receptor for advanced glycation end products (RAGE) gesteuert, ein Rezeptorprotein, 

welches unter anderem an der luminalen Seite der Endothelzellen der BHS lokalisiert ist 

(144). Die Clearance von Aβ hingegen wird vor allem mittels des low-density lipoprotein 

receptor related protein-1 (LRP1) gewährleistet (145-147). Der Transporter ist an der 

abluminalen Seite der Endothelzellen der Hirnkappilaren lokalisiert (145, 146). Er ist Mitglied 

der low density lipoprotein (LDL) Rezeptorfamilie und spielt eine wichtige Rolle beim 
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Transport von Cholesterol, welches beim Heraustransport meinst an ApoE-Lipoproteine 

gekoppelt ist (148).  

Außerdem findet eine enzymatische Degradation innerhalb des Gehirns statt (149). 

Bei im Sinne einer AD veränderten Gehirnen findet sich einerseits eine erhöhte Expression 

von RAGE und andererseits eine verminderte Expression von LRP-1 an der BHS (148). Die 

vermehrte Akkumulation von Aβ im Interneuralraum führt schließlich zu vermehrter 

Oligomerisierung und verstärkter Neurotoxizität der Aggregate. Dieser Effekt allein reicht 

jedoch nicht aus, um die Entstehung einer AD zu erklären. Hochverdächtige Kandidaten sind 

hierbei vor allem die Transportproteine der ABC-Familie. 

4.2 Einfluss von P-gp auf das Risiko der Entstehung einer Alzheimer-Demenz 

Aβ steht im Zentrum der Pathogenese der Alzheimer-Demenz. Viele Studien belegen, dass 

unter den ABC-Transportern vor allem P-gp direkt mit Aβ interagiert und maßgeblich an 

seinem Efflux über die Blut-Hirn-Schranke beteiligt ist: 

Laut einer in-vitro-Studie an HEK-293-Zellen von Lam et al. (150) bindet und transportiert 

ABCB1 (MRD1-P-Glykoprotein, P-gp) Aβ40 und Aβ42. Der Transporter wird neben seinen 

recht populären Lokalistationen in Tumorzellen, Dünndarmepithelien und proximalen 

Nierentubulusepithlien auch an der luminalen Seite der Endothelien von Hirnkapillaren 

exprimiert. Versuche an P-gp-knockout-Mäusen ergaben, dass bei ihnen erhöhte 

intracerebrale Spiegel von P-gp-Substraten vorlagen (151). Neben dem Efflux von 

verschiedenen Xenobiotika, allerdings auch komplexen Lipiden und Ionen, ist ABCB1 also 

auch für den Transport von Aβ verantwortlich (152-154). 

Die Ergebnisse einer Studie von Kuhnke et al. (155) bestätigen diese These: An einem in-

vitro-Zell-Modell eines humanen Gefäßendothels ergab sich eine inverse Korrelation 

zwischen der Menge des am Endothel exprimierten P-gp und der Anzahl der transzellulär 

vorhandenen Aβ-Plaques. Dies bedeutet, dass Aβ in basoapikaler Richtung transportiert wird 

und belegt, dass diese Interaktion beim vermehrten Vorliegen von Aβ-Plaques im Gehirn 

gestört sein könnte. Die Ergebnisse der Studie implizieren, dass eine geringere Dichte oder 

verminderte Aktivität des ABCB1-Transporters an der BHS dazu beitragen könnte, dass sich 

bevorzugt intracerebrale Aβ-Plaques bilden, was aufgrund der erhöhten Neurotoxizität 

wiederum die Entstehung einer AD fördern würde. 
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Hartz et al. wiesen direkt an der intakten Blut-Hirn-Schranke transgener Mäuse, die humanes 

APP überexprimierten, nach, dass Aβ durch P-gp in das cerebrale Kapillarlumen transportiert 

wird. Wenn außerdem, wie in diesem Modell nachgewiesen, P-gp vermindert vorliegt oder 

durch chemische Inhibitoren gehemmt wird und besonders viel APP vorhanden ist, kommt es 

zur cerebralen Akkumulation von Aβ (156). 

Eine weitere, von Vogelgesang, Cascorbi et al. publizierte Studie an nicht-dementen älteren 

Westeuropäern (157) konnte zwar zunächst keinen Zusammenhang zwischen ABCB1-

Genotyp und der Expression des Transporters ermitteln, belegte allerdings trotzdem eine 

inverse Korrelation zwischen ABCB1-Expression an der BHS und Aβ40 bzw. Aβ42-

Deposition im medialen Temporallappen und Hippocampus. Dies war eine der ersten in-vivo- 

Studien am Menschen, die direkt belegte, wie eng die Aβ und ABCB1 miteinander verknüpft 

sind. 

Die Studie ergab außerdem einen, allerdings keine statistische Signifikanz erreichenden, 

positiven Zusammenhang zwischen P-gp-Expression und ABCB1 2677 TT- oder TA-Status. 

Ein ähnlicher Zusammenhang ergab sich auch für ABCB1 3435 TT-Allelträger. 

Aus Betrachtung insbesondere dieser beiden Studien ergab sich die Frage, ob der ABCB1-

Genotyp selbst Einfluss auf die Aβ-Last und folglich das Risiko der Entstehung einer AD hat. 

Da alle bereits existierenden Studien sich entweder auf in-vitro-Modelle oder gesunde 

Probanden bezogen, handelt es sich bei dieser Arbeit um die erste Studie, bei der ein direkter 

Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Alzheimer-Demenz und dem ABCB1-Genotyp 

untersucht und gefunden wurde. 

4.2.1 Einfluss des SNPs ABCB1 1236C>T auf das Risiko der Entstehung einer 

Alzheimer-Demenz 

Sowohl in den Altergruppen der mindestens-60- als auch der mindestens-65-Jährigen ließ sich 

in der Gruppe der Apo-E- ε4-Allel-negativen eine signifikante Assoziation zwischen 

Auftreten der Alzheimererkrankung und Vorliegen desWildtypallels (C) beobachten (CC+CT 

vs. TT; p≥60 Jahre = 0.044, p≥65 Jahre = 0.038). 

Wie auch bei ABCB1 3435C>T handelt es sich bei 1236C>T um einen synonymen, d.h. nicht 

primär mit einer Veränderung der Proteinstruktur assoziierten SNP. Trotzdem gibt es einige 

Theorien, die eine Beeinflussung der Transporterfunktion durch 1236C>T erklären können. 

Dies geschiet z.B. über eine Beeinflussung der Translation (158), auch aber über 
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allelspezifische Unterschiede der Sekundärstruktur der RNA, wodurch wiederum 

Splicingprozesse und die Translationskontrolle beeinflusst werdden (159). Eine andere 

Beeinflussungsmöglichkeit ist eine Stabilisierung der mRNA durch den SNP, was in einer 

erhöhten Proteinexpression (160) oder einer verbesserten Substratiaffinität (161) resultiert. 

Auch eine Assozation des Genotyps mit der P-gp-Expression wird beschrieben. Die 

Studienlage ist hierbei mit der zu ABCB1 3435C>T vergleichbar: Bei beiden SNPs scheint, 

zumindest in Bezug auf das Ansprechen auf Immunsuppression mit Cyclosporin A und 

Tacrolimus bei Nierentransplantierten (162) oder das Ansprechen auf Psychopharmaka bei 

Schizophrenien oder Autismus (163), das T-Allel mit besserem therapeutischen Outcome 

assoziiert zu sein. Da es vermutlich mit geringeren zellulären P-gp-Konzentrationen 

verbunden ist (164), können die von P-gp transportierten Medikamente höhere Wirkspiegel 

erreichen.  

Ähnlich zu ABCB1 3435C>T ergibt sich in Bezug auf die hier untersuchten 

Alzheimerpatienten ein anderes Bild. Vieles weist darauf hin, dass P-gp-assoziierte Prozesse 

in Darm oder Nieren nicht ohne weiteres auf das ZNS übertragbar sind. 

4.2.2 Einfluss des SNPs ABCB1 2677G>TA auf das Risiko der Entstehung einer 

Alzheimer-Demenz 

In der vorliegenden Arbeit waren Personen, die an Alzheimer-Demenz erkrankt sind und bei 

denen die klinische Diagnose histopathologisch bestätigt wurde, signifikant häufiger Träger 

des ABCB1 2677 G-Allels. Dies ist vor allem unter den älteren Probanden von mindestens 65 

Jahren zu beobachten (p≥ 65 Jahre=0,036), deutete sich aber auch in den anderen Altergruppen 

an (p≥ 60 Jahre=0,054, pkeine Alterseinschränkungen= 0.057). Bei Fehlen des ApoE-ε4-Allels verstärkt 

sich der Effekt maßgeblich (p≥ 60 Jahre=0.011, p≥ 65 Jahre=0.018). 

Das ABCB1 2677G-Allel stellt also einen Risikofaktor für die Entstehung einer Alzheimer-

Demenz dar.  

Als wegweisend erwies sich eine Studie von Schaefer et al. (165): Hier ergab sich bei 

Untersuchung des Genotyps von ABCB1 2677G>TA und 3435C>T zunächst keine 

Assoziation zwischen Allelstatus und Proteinexpression. ABCB1 war allerdings signifikant 

mit dem Ansprechen auf das Antidepressivum und P-gp-Substrat Paroxetin assoziiert: Vor 

allem ABCB1 2677-A-Allelträger sprachen besser an als Patienten mit GG-Genotyp, was 

darauf hinweist, dass das G-Allel mit einer verminderten P-gp-Aktivität verknüpft ist. 
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In Bezug auf die Transportkapazitäten des ABCB1-Transporters ergab sich ein weiteres 

bemerkenswertes Ergebnis: 

Träger des ABCB1 2677 T- oder A-Allels verfügten gegenüber Trägern des G-Allels über 

eine signifikant höhere maximale Transportgeschwindigkeit Vmax des ABCB1-Transporters 

(p=0.01) (165). Auch die intrinsische Clearance, d.h. dem Quotienten aus 

Maximalgeschwindigkeit Vmax und der Michaeliskonstante Km, einem inversen Maß für die 

Affinität des Substrats (Aβ) zum Enzym (ABCB1), lag, wie eine weitere Studie von Ishikawa 

et al. bestätigt, bei A-Allelstatus trotz Verfehlen der statistischen Signifikanz deutlich höher 

als bei T- oder G-Allelstatus (166). 

Die Tatsache, dass sich der Effekt im Rahmen dieser Arbeit insbesondere bei Probanden mit 

negativem ApoE-ε4-Allelstatus besonders deutlich darstellte, könnte damit zusammenhängen, 

dass der stark proamyloidogene Einfluss des ε4-Allels nicht mehr durch den eher 

nachrangigen Effekt des ABCB1-2677-Genotyps überdeckt wurde. Der negative Effekt des T- 

oder A-Allels auf die Aβ-Last wird also erst dann relevant in Bezug auf die Aβ-Last, wenn 

der starke Effekt des ApoE-ε4-Allels wegfällt. 

Da hier, im Gegensatz zu den vorherigen Studien, Patienten untersucht wurden, bei denen im 

Voraus feststand, ob sie an einer histopathologisch gesichterten Alzheimer-Demenz erkrankt 

waren, wird deutlich, dass die Veränderung der Aktivität des ABCB1-Transporters direkt mit 

der Entwicklung einer neuropathologisch sicher diagnostizierten AD zusammenhängt. 

4.2.3 Einfluss des SNPs ABCB1 3435C>T auf das Risiko der Entstehung einer 

Alzheimer-Demenz 

Neben dem SNP ABCB1 2677G>TA wurde in dieser Arbeit auch der SNP ABCB1 3435C>T 

untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass bei Alzheimer-Patienten eine signifikante 

Häufung des ABCB1 3435 C-Allels vorlag. Der proamyloidogene Effekt ließ sich vor allem 

in der Gruppe der ApoE-ε4-Allel-negativen Probanden im Alter von mindestens 60 Jahren bei 

ABCB1 3435 CC- und CT-Allelstatus nachweisen (p≥60 Jahre = 0,049, auch im Modell CC vs. 

CT vs. TT p≥60 Jahre =0.041). Auch bei Außerachtlassen des ApoE-ε4-Allel-Status deutete sich 

dieses Ergebnis an.  

Obwohl sich wenige Studien mit dem direkten Zusammenhang zwischen ABCB1 3435C>T-

Genotyp und dem Alzheimerrisiko beschäftigen, weisen einige Studien auf das erbrachte 

Ergebnis hin. 
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Da der SNP ABCB1 3435C>T in einer nichtkodierenden Genregion und fern der Promotor-

Region gelegen ist, ist ein direkter Einfluss des SNPs auf die Proteinexpression und Aktivität 

des Transporters unwahrscheinlich (164). Prinzipiell wäre eine Beeinflussung von Splicing- 

oder Transkriptionsvorgängen zwar möglich (161), allerdings könnte die direkte funktionelle 

Wirkung auch über das Linkage disequilibrium mit den SNP ABCB1 2677G>TA 

zustandekommen (141, 167).  

Hochinteressant sind zum Beispiel die Ergebnisse einer Publikation von Kim et al. (141): An 

einer Studie mit Amerikanern europäischer und afrikanischer Herkunft ergab sich, dass das 

ABCB1 3435T-Allel mit einer erhöhten Transporteraktivität assoziiert ist (bzw. das C-Allel 

mit einer geringeren Aktivität). Bei Betrachtung der AUC von Fexofenadin, einem Substrat 

des ABCB1-Transporters, ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen CC- und TT-

Allelträgern.  

Zu einem ähnlichen Resultat kommen Haenisch et al. (112): An Nierencarzinomzellen wurde 

hier bei homozygoten Trägern des ABCB1 3435 TT-Genotyps eine signifikant höhere 

mRNA-Expression (p=0.043) als bei homozygoten Trägern des Wildtyps beobachtet.  

In Bezug auf HIV und ZNS-Erkrankungen wie Epilepsie und Morbus Parkinson scheinen sich 

diese Annahmen bezüglich der Funktionalität des SNPs ABCB1 3435 jedoch nicht zu 

bestätigen: Die Parkinsonsche Erkrankung, deren Ursachen einerseits auf genetischer Basis, 

andererseits in der Exposition von Umweltfaktoren, wie z.B. dem Trinken von 

Oberflächenwasser oder Pestiziden wie Paraquat/Rotenon, liegen, scheint ätiologisch mit der 

Aktivität des ABCB1-Transporters verknüpft. In einer Studie von Drozdzik et al. (168) fiel 

nur bei Betrachtung der Früherkrankten (jünger als 50 Jahre), nicht allerdings bei den im 

späteren Lebensalter Erkrankten, eine Häufung von ABCB1 3435 TT-Genotypen auf. Auch 

unter Parkinsonpatienten, die vermehrt Umweltgiften ausgesetzt waren, fand sich ein höherer 

Anteil an heterozygoten Genotypen (CT-Allelstatus). Der Anteil der TT-Genotypen war hier 

leicht erhöht, wies aber keine Signifikanz auf. Die Häufung des T-Allels insbesondere bei 

early-onset Parkinsonpatienten wurde zwar auch in anderen Arbeiten vermutet, erreichte hier 

jedoch ebenfalls nie statistische Signifikanz (169, 170). Sollte die Assoziation fundiert sein, 

so wäre ein T-Allelstatus mit einer verringerten Transportaktivität des ABCB1-Proteins 

verbunden und lieferte so die Begründung für eine vermehrte intracerebrale Akkumulation 

von neurotoxischen Stoffen. 
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In Studien am Dünndarm kam es zu ähnlichen Ergebnissen wie in Bezug auf die Resultate an 

Parkinsonpatienten: ABCB1 3435 TT-Allelträger wiesen eine 2-fach niedrigere, allerdings 

nicht signifikante (p=0.056) Expression des Transporters auf, CC-Allelträger dagegen eine 

höhere (164). 

Auch in CD4+-Lymphozyten spielt der ABCB1-3435C>T-Genotyp eine entscheidende Rolle: 

Bei HIV-Patienten mit TT-Allelstatus war die antiretrovirale Therapie, deren 

Einzelkomponenten wie Nelfinavir oder Efavirenz auch durch ABCB1-Proteine transportiert 

werden, effektiver als bei CT- oder CC-Allelstatus: Die mittlere Plasmakonzentration war 

höher, ebenso die CD4+-Zellzahlen sechs Monate nach Therapiebeginn und die Rate der 

innerhalb von 24 Wochen regenerierten naiven T-Zellen (171). Bei den relevanten 

Zellpolulationen handelte es sich vorwiegend um hämatopoietische Progenitorzellen, 

Lymphozyten und Makrophagen in bestimmten Entwicklungsstadien und insbesondere T-

Zellen in diversen Differenzierungsformen. Bei TT-Allelstatus, so die Studie, sei die Aktivität 

des ABCB1-Transporters vermindert und so die Akkumulationsneigung des jew. 

Medikaments in der Zielzelle erhöht. Trotzdem konnte hier kein direkter Zusammenhang 

zwischen ABCB1-3435-Genotyp und Pharmakosensibilität gezogen werden, da komplexe 

alternative Interaktionsmöglichkeiten, wie z.B. die Koregulation von CYP3A4 oder die 

direkte Interaktion von P-gp und den Invasionsstrategien des HI-Virus, ebenfalls eine Rolle 

spielten. Außerdem gab es keine signifikante Korrelation zwischen ABCB1-Genotyp und 

Viruslast.  

Immer wieder wurde außerdem der Zusammenhang zwischen P-gp-Genotyp und der 

Entwicklung einer pharmakoresistenten Epilepsie diskutiert. Viele Antiepileptika werden P-

gp-abhängig transportiert. Konsekutiv wurde vermutet, dass es in epilepsieveränderten 

Gehirnarealen zu einer Hochregulation der ABCB1-Expression kommen könnte (172). Einige 

Studien ließen vermuten, dass besonders der ABCB1 3435CC-Genotyp bei 

therapierefraktären Patienten gehäuft vorkommt und somit mit einer erhöhten 

Transporteraktivität assoziiert ist (173, 174). Neuere Studien (175, 176) unter identischen 

Auswahlkriterien und mit erhöhter Teilnehmerzahl konnten den Einfluss des C-Allels jedoch 

nicht bestätigen und deklarierten das vorherige Ergebnis als statistischen Fehler. Die 

Zusammenschau aktueller Studien legt nahe, dass der Zusammenhang zwischen P-gp und 

therapierefraktärer Epilepsie bisher eher überschätzt wurde (177, 178). 

Bei allen Studien an Parkinson- oder Epilepsiepatienten muss angemerkt werden, dass es sich 

um Studien an hochgradig verändertem Zellmaterial handelt. Besonders die von Epilepsie 
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betroffenen Hirnareale verweisen über eine teilweise völlig veränderte Transporterexpression, 

die Studien sind ergo nur begrenzt auf ein anderes Patientenkollektiv übertragbar.  

Zusammenfassend betrachtet ergibt sich also, ähnlich wie in Bezug auf den SNP ABCB1 

1236C>T, kein konsistentes Bild der Auswirkung des Genotyps im ABCB1 3435C>T-SNP 

auf die Expression des Transporterproteins.  

4.3 Einfluss des SNPs ABCC2 3972C>T auf das Risiko der Entstehung einer Alzheimer-

Demenz 

Bei Betrachtung des SNPs ABCC2 3927C>T ließ sich in allen Altersgruppen bei Apo-E- ε4-

Allel-Negativen eine signifikante Assoziation zwischen Alzheimererkrankung und Vorliegen 

des Variantallels (T) beobachten (pkeine Alterseinschränkungen = 0.008, p≥ 60 Jahre = 0.012, p≥ 65 

Jahre = 0.011). 

Bisher ist die Studienlage zu ABCC2 und Aβ wenig ergiebig. Neuere Veröffentlichungen 

weisen jedoch darauf hin, dass ABCC2-Transportervarianten maßgeblich am 

medikamentösen Therapieerfolg bei Epilepsiepatienten teilhaben (111, 179). Dies legt nahe, 

dass auch ABCC2 am Transport antikonvulsiver Wirkstoffe über die Blut-Hirn-Schranke 

beteiligt ist.  

Obwohl der Zusammenhang von ABCC2 und Aβ bisher eher wenig untersucht wurde, wäre 

es möglich, dass auch ABCC2  Aβ bindet und transportiert. Eine genauere Evaluation sollte 

im Zentrum zukünftiger Projekte stehen. 

4.4 Einfluss von ABCA1 und ABCG2 auf das Risiko der Entstehung einer Alzheimer-

Demenz 

Bei keinem der SNPs der Transporter ABCA1 und G2 (BCRP) konnte in dieser Studie ein 

signifikanter Zusammenhang zur Alzheimerdemenz nachgewiesen werden. Vor allem für 

BCRP steht allerdings fest, dass das Protein Aβ40 und Aβ42 aktiv transportiert (130). Auch 

ABCA1, ein Cholesteroltransporter, wird mit einer zerebralen Cholesterolakkumulation in 

Verbindung gebracht, was wiederum eine Induktion von Aβ und dementsprechend eine 

Zunahme des AD-Risikos bewirkt (180, 181). Eine ABCA1-Überexpression im Mausmodell 

für Alzheimerdemenz resultierte in einer verminderten Akkumulation von Aβ (182). Einige 

Studien, wie unter anderem die von Rodriguez-Rodriguez et al. (183) und Kolsch et al. (68) 

sahen eine enge Korrelation von ABCA1-Polymorphismen und Alzheimerrisiko. Viele andere 

Studien (70, 184), wie auch diese Studie, beobachteten allerdings keinen Zusammenhang. Die 
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Rolle von ABCA1 und G2 im Pathogenesemodell der Alzheimer-Demenz ist also weiterhin 

nicht klar abzugrenzen. 

4.5 Einfluss von ApoE ε4 auf das Risiko der Entstehung einer Alzheimer-Demenz 

Das ApoE ε4-Allel ist einer der am besten replizierbaren und damit der größte genetische 

Risikofaktor für die Entwicklung einer Alzheimer-Demenz. Dies bestätigte sich in allen 

Altergruppen dieser Studie. Dem massiven Effekt des ApoE ε4-Allels Rechnung tragend, 

ließen sich die Effekte vieler ABC-Transporter auf das AD-Risiko vor allem in der Gruppe 

der ε4-Allel-Negativen beobachten. 

Interessanterweise gibt es einige direkte Zusammenhänge zwischen ApoE und den cerebralen 

ABC-Transportern: Elali et al. wiesen nach, dass ApoE maßgeblich an der Regulation von 

ABC-Transportern im ischämischen Gehirn beteiligt ist und somit den zentralen 

Medikamentenspiegel entscheidend mitbeeinflusst (184). Eine andere Studie von 

Vogelgesang et al. ergab außerdem, dass bei ApoE ε4-positiven, aber nicht-dementen älteren 

Patienten signifikant weniger P-gp exprimiert wurde (157). Der ApoE-Genotyp könnte also 

unabhängig von seiner amyloidmodifizierenden Rolle im Cholesterolsystem auch einen 

direkten Einfluss auf die P-gp-Expression haben. 

4.6 Einfluss des Alters und des Geschlechts auf das Risiko der Entstehung einer 

Alzheimer-Demenz 

Bei Stratifikation nach dem Geschlecht wurde ein weiterer wichtiger Effekt sichtbar: Alle 

signifikanten Ergebnisse in Bezug auf die ABC-Transporter ließen sich ausschließlich in der 

weiblichen Subgruppe beobachten (zum Beispiel für ABCB1 1236C>T im rezessiven Modell: 

pweiblich=0.015; pmännlich=0.21; für ABCB1 2677G>TA im G-rezessiven Modell: 

pweiblich=0.003, pmännlich=0.513). Die weitverbreitete Annahme, dass vor allem Frauen an AD 

erkranken, wird hierdurch bestätigt. Nur in der durch den entscheidenden Risikofaktor des 

weiblichen Geschlechts vorbelasteten Gruppe lässt sich also die zusätzliche, durch die 

Mutationen im ABCB1-Gen verursachte Risikosteigerung beobachten.  

Einer der wichtigsten Gründe für die erhöhte Inzidenz bei Frauen liegt zweifelsohne in der 

höheren Lebenserwartung, der daraus resultierenden längeren Krankheitsdauer und der 

erhöhten kumulativen Wahrscheinlichkeit, über die Jahre eine AD zu entwickeln. Außerdem 

ist bei Frauen die Inzidenz der vaskulären Demenz wesentlich geringer als in vergleichbaren 

männlichen Populationen. Hierdurch treten die durch AD bewirkten zerebralen 

Veränderungen stärker in den Vordergrund (185). Bei Männern hingegen, deren Risiko, an 
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vaskulärer Demenz zu erkranken, höher ist, können die hierdurch hervorgerufenen Symptome 

die Anzeichen einer AD maskieren und so die Inzidenz der AD artifiziell senken. 

Einige Studien belegen außerdem, dass die AD-assoziierte Mortalität bei Männern gegenüber 

Frauen erhöht ist. Die niedrigere Prävalenz könnte also auch durch den oft kürzeren 

Krankheitsverlauf bei Männern bedingt sein (186).  

Eine gute formale Bildung gilt generell als protektiver Faktor in Bezug auf das Risiko der 

Entstehung einer AD und die kognitive Reserve. Eine andere Teilursache für den 

Frauenüberhang könnte also in der tendenziell geringeren Bildung der heutigen AD-

Patientinnen liegen: In ihrer Jugend war es oft üblich, dass Männer eine tendenziell längere 

schulische oder akademische Ausbildung genossen (187).  

Ein wichtiger Grundpfeiler der AD-Suszeptibilität liegt außerdem im Östrogenspiegel. Bei 

Frauen, die postmenopausal Östrogene im Rahmen einer Hormontherapie einnahmen, wurde 

eine signifikant geringere Inzidenz der Alzheimer-Demenz beobachtet (188). Eine frühe 

Menarche und besonders langzeitige Östrogen-Einnahme senkten das Risiko zusätzlich (189). 

Auch eine Behandlung mit Testosteron bei Männern, deren Spiegel des Geschlechtshormons 

im Alter ebenfalls sinkt, hatte einen signifikanten Einfluss auf die Reduktion von Aβ (190). 

Viele zentrale Neurone exprimieren Estrogenrezeptoren (191), was die Relevanz der 

Geschlechtshormone in Bezug auf zentrale Regulationsmechanismen unterstreicht. 

Estrogene scheinen neben Neuritenwachstum und synaptischer Plastizität vor allem auch 

zentrale cholinerge Transmittersysteme zu fördern, die bei Alzheimer mit im Zentrum der 

Pathogenese stehen. Außerdem scheinen akute inflammatorische Prozesse durch Estrogene 

gehemmt und sowohl antioxidative Vorgänge sowie viele weitere neuroprotektive Funktionen 

gefördert zu werden (192). Obwohl die Studienergebnisse teilweise widersprüchlich sind 

(193), da meist nur wenige Probanden einbezogen wurden und viele konfundierende Faktoren 

vorlagen, weist vieles darauf hin, dass Sexualhormone über vielfältige neuroprotektive und 

neurotrope Effekte verfügen.  

Ein anderes Argument für die erhöhte Quote der Frauen unter den AD-Patienten könnte in der 

Transporteraktivität des P-gp für Aβ liegen. Es gibt Hinweise darauf, dass Frauen generell 

eine niedrige P-gp-Expression aufweisen als Männer. Dieser Unterschied tritt besonders in 

der Leber zu Tage und ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auch auf die Blut-Hirn-Schranke 

übertragbar (194, 195). Im Rahmen von Chemotherapien ergab sich: Bei Frauen kam es durch 

eine verminderte P-gp-Expression zu einem vergleichsweise höheren Risiko für 
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Myelosuppression und gastrointestinale Toxizität (196) (interessant ist hierbei ein Letter to 

the editor von Mellar und Davis). 

Auch im Mausmodell bestätigte sich die Geschlechtsabhängigkeit: Callahan et al. wiesen 

nach, dass weibliche APP-transgene Mäuse früher und in größeren Mengen Aβ-Plaques 

entwickeln als ihre männlichen Korrelate (197). 

Vieles spricht dafür, dass sich auch bei diesem Aspekt der Alzheimer-Demenz keine einfache 

oder eindeutige Ursache-Wirkungs-Beziehung aufstellen lässt. Da der erhöhte Anteil von 

Frauen unter den AD-Patienten konsistent und replizierbar beobachtet wird, besteht ein 

starker Anreiz, die Ursache in zukünftigen Forschungsarbeiten tiefergehend zu klären. 
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5 Zusammenfassung 

Die Demenz vom Alzheimertyp gewinnt aufgrund der steigenden Inzidenz insbesondere in 

der Bevölkerung der Industrienationen kontinuierlich an Bedeutung. Trotzdem sind viele 

Fragen bezüglich der Ätiologie und Therapie bisher ungeklärt. Im Zentrum der Pathogenese 

stehen die übermäßige Bildung und der Abtransport des potentiell neurotoxischen Peptids Aβ 

über die Blut-Hirn-Schranke. Einige Studien weisen darauf hin, dass an der Bluthirnschranke 

lokalisierte Transporter aus der Familie der ABC-Transporter und insbesondere ABCB1 (P-

Glykoprotein) maßgeblich an der Akkumulation von Aβ beteiligt sind. 

Da P-gp hochpolymorph ist, bestand die Kernaufgabe in dieser Arbeit darin, den Einfluss 

einzelner ABCB1-Genotypen und anderer ABC-Transportergene auf das Risiko der 

sporadischen Alzheimer-Demenz zu ermitteln.  

In dieser Arbeit wurden die ABC-Transporter-Polymorphismen (sog. single nucleotide 

polymorphisms) ABCA1 -14C>T und 1051G>A, ABCB1 1236C>T, 2677G>TA und 

3435C>T, ABCC2 -24C>T, 1249G>A und 3972C>T, ABCG2 34G>A und 421C>A mittels 

Polymerasekettenreaktion (PCR), Pyrosequencing und Restriktionsfragmentlängen-

polymoprphismus (RFLP) untersucht. Um dem einzigen bisher valide ermittelten genetischen 

Risikofaktor der sporadischen Alzheimer-Demenz Rechnung zu tragen, wurde außerdem der 

ApoE-ε4-Allelstatus über Genotypisierung der SNPs ApoE 130C>T und 176C>T ermittelt. 

Des Weiteren wurde eine Stratifikation nach Alter und Geschlecht vorgenommen. 

Es wurde die DNA von insgesamt 151 Probanden einbezogen, wobei es sich bei 71 Personen 

um Träger einer neuropathologisch gesicherten Alzheimer-Demenz handelte.  

Es konnte gezeigt werden, dass unter Berücksichtigung eines rezessiven Modells die Variante 

ABCB1 2677G>TA bei Patienten mit einem Alter über 65 Jahren signifikant mit dem 

Auftreten einer AD assoziiert ist (OR 2.7, 95% KI 0.14-0.95, p=0.036). Bei Abwesenheit des 

ApoE-ε4-Allels ließ die Assoziation schon ab einem Alter von 60 Jahren nachweisen. Auch 

bei Betrachtung des SNPs ABCB1 3435C>T (p=0.041) und 1236C>T (p=0.044) ergab sich in 

der Altersgruppe der mindestens 60-Jährigen eine Assoziation des Wildtypallels mit dem AD-

Risiko, allerdings nur bei Abwesenheit des ApoE-ε4-Allels. Außerdem zeigte sich, dass auch 

ABCC2 mit dem AD-Risiko assoziiert ist: Bei Abwesenheit des ApoE-ε4-Allels hatten Träger 

des Variantallels (T) im SNP ABCC2 3972C>T ein signifikant höheres AD-Risiko (p=0.008). 

Eine signifikante Assoziation ließ sich auch bei weiblichen Patienten für ABCB1 1236C>T- 
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und 2677G>TA-, nicht aber 3435C>T nachweisen (p=0.015 bzw. p=0.003). In Abwesenheit 

des ApoE-ε4-Allels verstärkte sich der Effekt.  

Für die Transporter ABCA1 und ABCG2 konnte keine signifikante Assoziationen mit dem 

Alzheimerrisiko nachgewiesen werden. 

Insgesamt bestätigt sich in dieser Arbeit die Vermutung, dass die ABC-Transporter und vor 

allem ABCB1 eine Schlüsselrolle in der Entwicklung einer AD spielen. Es ist bereits bekannt, 

dass ABCB1 Aβ an der Blut-Hirn-Schranke bindet und es nach intravaskulär transportiert. 

Insbesondere die SNPs ABCB1 1236C>T, 2677G>TA und ABCC2 3972C>T scheinen 

jedoch direkt mit dem AD-Risiko assoziiert zu sein. Während dieser Zusammenhang in Bezug 

auf ABCB1 sich bereits in einigen anderen Studien andeutet, bleiben vor allem in Bezug auf 

ABCC2 die genaueren Hintergründe der Assoziation noch zu klären. 

Um die volle Bedeutung der ABC-Transporter für das AD-Risiko abzuschätzen, bedarf es 

einer Validierung unserer Befunde an einem größeren Kollektiv, an dem unter anderem auch 

die Funktionalität der Transporter in Zusammenhang mit der Alzheimer-Pathogenese 

tiefergehend geklärt werden. 
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