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1. Einleitung

1.  Einleitung

1.1 Die Demenz vom Alzheimer-Typ als gesellschaftliche

Herausforderung

Seit der Beschreibung der ,,Dementia senilis* durch Aloys Alzheimer 1907 entwickelte
sich die spiter nach ihm benannte Demenz vom Alzheimer Typ (DAT) in den letzten
Jahrzehnten zu einem globalen und gesellschaftlich relevanten Problem.

Mit der steigenden Lebenserwartung, den sinkenden Geburtenraten und der damit ver-
bundenen Uberalterung der Populationen in den westlichen Industrienationen wird fiir
uns die DAT, abgesehen von den Einzelschicksalen, auch unter wirtschaftlichen Ge-
sichtspunkten (Souétre et al., 1999) in der Zukunft eine grof8e Herausforderung darstel-
len.

In den letzten Jahren durchgefiihrte Meta-Analysen von Ladngsschnittstudien aus Eu-
ropa, Nordamerika und Asien zur Abschédtzung der Verteilung des Erkrankungsrisikos
in der Bevolkerung ergaben einen Anstieg der Inzidenz der Demenzen pro tausend Per-
sonen und Jahr von 0,33 Neuerkrankungen in der Altersgruppe 55-59 Jahre bis auf
86,79 Neuerkrankungen in der Altersgruppe tiber 90 Jahre (Gao et al., 1998). Grundlage
der Bewertung waren dabei die DSM-III-Kriterien (Zaudig et al., 1991). Eine weitere
Meta-Analyse nach Jorm und Jolley (1998) kommt fiir den europdischen Raum zu dhn-
lichen Ergebnissen. Der Anteil der DAT an allen Demenzformen belduft sich hinsicht-
lich der Zahl der Neuerkrankungen in den westlichen Industrielindern auf mehr als 70%
(Ott et al., 1998; Rocca et al., 1998). Dabei steigt der Anteil der DAT mit zunehmen-
dem Alter immer deutlicher an. Nach Jorm und Jolley (1998) stieg in den européischen
Studien die Inzidenz mittelschwerer und schwerer Demenzen von 3,6 pro 1.000 im Jahr
in der Gruppe der 65-69jdhrigen bis auf 66,1 pro 1.000 im Jahr unter den 90-
94jahrigen.. Unter Einbeziehung der leichten Demenzformen kommt es sogar zu einer
Verdreifachung der Inzidenzraten in allen Alterstufen. So stieg die Inzidenz von 9,1 pro
1.000 im Jahr in der Gruppe der 65-69jdhrigen auf 179,8 pro 1.000 unter den 90-
94;ahrigen.

Angesichts der ausgepriagten Altersabhédngigkeit hinsichtlich des Erkrankungsrisikos der

Demenzen muss man also davon ausgehen, dass infolge der Uberalterung der Bevélke-
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rung in den betrachteten Populationen auch die Demenzen und damit insbesondere die
DAT immer héufiger auftreten und noch auftreten werden.

Aufgrund des progredienten Charakters kommt es im Verlauf der Erkrankung zu einem
zunehmenden Grad an Hilflosigkeit sowie einem Verlust der Selbstindigkeit, welcher
hiufig in eine Aufnahme in ein Alten- oder Pflegeheim miindet. Nach Bickel (1995)
trifft dies in mehr als 50% der Demenz-Fille zu. Umgekehrt leiden ca. 17% bis 36% der
Altenheim- und 50% bis ca. 70% der Pflegeheimbewohner an einer Demenz, was wie-
derum mit einer deutlichen Intensivierung der PflegemaBnahmen verbunden ist. Diese
Entwicklung ist bei wahrscheinlich steigender Tendenz mit hohen gesamtwirtschaftli-
chen Kosten verbunden. Nach Ernst und Hay (1994) ergaben sich im Zeitraum von
1983 bis 1991 in den Vereinigten Staaten jdhrliche Gesamtkosten fiir die DAT von 67,3
Mrd. US-Dollar, die Kosten pro Patient betrugen im Jahr 47.581 US-Dollar. In skandi-
navischen Landern ergaben sich nach Winblad et al. (1996) dhnlich hohe Aufwendun-
gen.

Unter diesen Aspekten wird die Bedeutung der Demenz vom Alzheimer Typ in der Zu-
kunft als gesellschaftlich und volkswirtschaftlich relevantes Problem deutlich. Im Hin-
blick darauf muss neben der Entwicklung von therapeutischen Ansitzen, die derzeit
lediglich einen palliativen Charakter haben, vor allem die Klirung der Atiopathogenese
im Vordergrund stehen. Verbunden damit ist aber auch die Erfassung von Risikofakto-
ren, die das Auftreten der Erkrankung insbesondere in Bezug auf das Erkrankungsalter
beeinflussen, und deren Kenntnis letztlich der Erarbeitung weiterfiihrender Therapie-

konzepte bzw. praventiver Maflnahmen dienen kann.

1.2  Genetische Verinderungen als Risikofaktoren fiir die

Entwicklung einer DAT

Neben dem Lebensalter als Hauptrisikofaktor gelten derzeit genetische Risikofaktoren
als die bedeutsamsten, wohingegen beispielsweise Lebensstil (Alkohol-, Nikotinkon-
sum, Erndhrungsgewohnheiten), Umwelteinfliisse, berufliche Exposition gegeniiber
Schadstoffen, Medikamente und Nebenerkrankungen oder Unfallfolgen einerseits noch
unzureichend untersucht sind, sich aber andererseits auch bereits als eher unwahr-

scheinliche Risiken herauskristallisiert haben.
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In Bezug auf die Erblichkeit der DAT konnte durch Familienstudien gezeigt werden,
dass bei der sporadischen Form der DAT, Verwandte ersten Grades ein zwei- bis drei-
fach erhohtes Erkrankungsrisiko im Vergleich zu Kontrollen haben (Mayeux et al.
1991; Henderson et al., 1992; Silverman et al., 1994 a, b). Weiterhin konnten genetische
Marker als Grundlage zur Identifizierung krankheitsrelevanter Gene gefunden werden.
Kopplungsstudien zahlreicher chromosomaler Merkmale in DAT-Stammbdumen
konnten das Gen fiir das Amyloid-Precursor-Protein (APP) auf Chromosom 21 (z.B.
Levy et al., 1990; Goate et al., 1991; Murrell et al., 1991), das Prisenilin-1-Gen (PS1)
auf Chromosom 14 (z.B. Cruts et al., 1995; Perez-Tur et al., 1995; Sherrington et al.,
1995), sowie das Prisenilin-2-Gen (PS2) auf Chromosom 1 (Levy-Lahad et al., 1995;
Rogaev et al., 1995) als relevante Gene fiir die frith beginnende, familidre Form der
Demenz vom Alzheimer-Typ in den hoch belasteten Familien identifizieren. Die Zahl
der dabei gefundenen Mutationen in den verschiedenen Exons ist aufgrund des grof3en
Forschungsinteresses, und -bedarfs immer noch stetig im Steigen begriffen.
Assoziationsstudien schlieBlich zeigten ein gehduftes Auftreten spezifischer genetischer
Marker bei Patienten mit sporadischen Formen der DAT mit spatem Erkrankungsbeginn
(late onset) im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden.

Im Hinblick auf genetische Risikofaktoren fiir die DAT darf diesbeziiglich der mittler-
weile gut untersuchte Polymorphismus des Apolipoprotein E als gesichert gelten. In
einer Assoziationsstudie von Corder et al. konnte 1993 beim Vergleich von Patienten
mit einer familidr gehduft aufgetretenen DAT und einer Kontrollgruppe, ein potentiell
krankheitsrelevantes Gen auf Chromosom 19 lokalisiert werden, welches spiter als das
Apolipoprotein-E-Gen identifiziert wurde. Ein vermehrtes Auftreten des Apolipopro-
tein-E4-Allels bei DAT-Patienten konnte in der Folge sowohl bei familidr gehduften, als
auch bei sporadischen Fillen nachgewiesen werden (Saunders et al., 1993 a, b; St. Clair
et al., 1995). Weiterhin wurde gezeigt, dass homozygote Triger des Apo-E4-Allels ein
maximales Erkrankungsrisiko besitzen, wihrend heterozygote Trager gegeniiber Indivi-
duen in der gleichen Altersgruppe ohne dieses Allel immer noch ein deutlich erhdhtes
Risiko aufweisen. Wie erwdhnt, gilt das Apo E4-Allel nicht nur als Risikofaktor fiir das
Auftreten einer sporadischen DAT, sondern auch als Priadiktor fiir das familidr gehdufte
Auftreten der DAT. Neben dem Apo E4-Allel gibt es Hinweise fiir weitere genetische
Risikofaktoren (Farrer et al., 1995; Houlden et al., 1994). Nahe liegend erscheint eine
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Assoziation mit weiteren Proteinen des Fettstoffwechsels. So sind Proteine wie Apoli-
poprotein E und CI als Bestandteile fast aller Typen von Lipoproteinen mitbeteiligt am
Transport von Lipiden wie Phospholipiden, Glycolipiden und Cholesterin, den Haupt-
bestandteilen von Zellmembranen, die in die Pathogenese der DAT eindeutig involviert
sind (Ginsberg et al., 1993; Roth et al., 1995; McLaurin and Chakrabartty, 1996). So
wurde beispielsweise nachgewiesen, dass verschiedene Apolipoproteine sich in ihrer
Bindungsfihigkeit an 3-Amyloid untereinander vertreten und somit die Ablagerung von
B-Amyloid-Aggregaten beeinflussen konnen (Harr et al., 1996). Dies ldsst die Untersu-
chung weiterer Apolipoproteine notwendig erscheinen.

In der letzten Zeit wurde u.a. auch das Gen des Proteaseinhibitors Alpha-1-Antichy-
motrypsin, der in den Amyloid-Plaques vermehrt exprimiert wird und moglicherweise
bei der Polymerisation des B-Amyloidpeptids beteiligt ist, hinsichtlich der sporadischen
Form der DAT untersucht (Altstiel et al., 1995; Kamboh et al., 1995; Thome et al.,
1995; DeKosky et al., 1996; Gabriel et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden neben dem bereits anerkannten Apolipoprotein-E-
Allel 4 und dem hiufiger diskutierten Gen des Apolipoprotein CI und des Alpha-1-An-
tichymotrypsin weitere Genvarianten von Proteinen aus dem Fettstoffwechel untersucht,
und zwar die Exons 8 und 13 des LDL-Rezeptor-Gens, sowie die Introns 6 und 8 des
Lipoproteinlipase-Gens.

Hinsichtlich der Untersuchung des Gewichtes von potentiell krankheitsrelevanten Gen-
polymorphismen fiir das Auftreten der DAT kommt sog. Assoziationsstudien besondere
Bedeutung zu. Dies erklirt sich aus der Tatsache, dass Kopplungsuntersuchungen bis-
lang nur bei den friith beginnenden Formen der DAT erfolgreich waren, wihrend jedoch
die spit beginnenden Formen deutlich hiufiger sind. Die statistische Wahrscheinlich-
keit, hoch belastete Familien mit spatem Erkrankungsbeginn und geniigend lebende
Probanden zur Untersuchung zu finden, sind &uBerst gering. Da aber auch bei den spit
beginnenden Formen der DAT eine erhdhte familidre Belastung mit erhdhtem Erkran-
kungsrisiko fiir Angehorige ersten Grades besteht, liegt die Relevanz genetischer Fakto-
ren auf der Hand. Als Werkzeug zur Ermittlung von krankheitsrelevanten Genen dienen
in diesem Fall die Assoziationsstudien. Hierbei wird - wie auch in der vorliegenden

Arbeit - die Haufigkeit eines auftretenden Merkmals (in diesem Fall eines genetischen
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Polymorphismus) mit der Haufigkeit der Erkrankung in derselben Stichprobe und bei

Kontrollprobanden verglichen.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

Die aufgefiihrten Chemikalien waren von der Qualitdtsstufe pro analysi. Die Bezugs-

quelle war, soweit nicht anders angegeben, die Firma Sigma, Deisenhofen.

2.1.1 Nukleinsiauren

2.1.1.1 Patienten-DNA

Die Untersuchung wurde an 63 DAT-Patienten (43 Frauen, 20 Ménnern) mit einem
Durchschnittsalter von 73,7 £ 9,3 Jahren durchgefiihrt, die dem Patientengut der Klinik
fiir Psychiatrie und Psychotherapie der Universitit Wiirzburg entstammten. Die Unter-
suchung wurde von der Ethikkomission genehmigt, die Probanden und die Angehdrigen
waren liber die Ziele der Studie aufgeklart. Die Einwilligung erfolgte entweder durch
den Probanden selbst oder deren Angehdrige bzw. den gesetzlichen Betreuer. Fiir die
Untersuchung wurde dabei genomische DNA, die aus EDTA-Blut nach Standard-Me-
thoden gewonnen wurde, verwendet. Die klinische Diagnose DAT wurde anhand stan-
dardisierter diagnostischer Verfahren unter Beriicksichtigung der Anamnese, einer psy-
chiatrischen und neurologischen Untersuchung, neuropsychologischer Untersuchungen
und Bluttests (Blutbild, Elektrolyte, Leberfunktionstests, Schilddriisenhormone,
Vitamin B;, Folsdure, harnpflichtige Substanzen, Blutfette, HIV-Serologie) zum
Ausschluss anderer Demenzformen gestellt. Alle der DAT-Gruppe zugehorigen
Patienten erfiillten die NINCDS-ADRDA und ICD-10-Kriterien fiir eine als
wahrscheinlich anzunehmende Demenz vom Alzheimer-Typ (McKhann et al., 1984;
Dilling et al., 1991). Alle Patienten wurden einer cranialen Computertomographie
unterzogen, um differentialdiagnostisch strukturelle cerebrale Verdnderungen, die mit
der Diagnose DAT nicht vereinbar sind, auszuschlieBen. Félle mit Territorialinfarkten
oder mit mehr als einem lakundren Infarkt wurden nicht mit aufgenommen. Zum
klinischen Ausschluss der Multiinfarkt-Demenz wurde nur Patienten zugelassen, die
nach der modifizierten Hachinski Ischdmie-Skala einen Wert < 4 (Hachinski et al.,
1975; Rosen et al., 1980) erzielten. Das Erkrankungsalter lag bei 66,6 = 11,9 Jahren.

Vierundzwanzig Patienten wurden der DAT mit friilhem Krankheitsbeginn (‘early
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onset’, also < 65 Jahre), 39 Patienten der DAT mit spidtem Krankheitsbeginn (‘late
onset’, also > 65 Jahre) zugeordnet. Zum Vergleich der gewonnenen Daten wurden die
genetischen Polymorphismen ebenso an einer Kontrollgruppe, bestehend aus 162
psychiatrischen Patienten (100 Frauen, 62 Minner) mit einem mittleren Alter von 70,6
+ 8,2 Jahren bestimmt. Die Probanden der Kontrollgruppe litten dabei unter affektiven
Storungen, Psychosen, Personlichkeitsstorungen, Entwicklungsstorungen  und
Demenzen bei M. Parkinson. Um die Spezifitidt der Befunde zu gewihrleisten, wurden

die Kontrollpersonen bewusst aus einem psychiatrischen Kollektiv gewéhlt.

2.1.1.2 PCR-Nukleotidmix (ANTP)

Es wurde ein vorgefertigter Nukleotidmix von Boehringer Mannheim, bestehend aus
den Natriumsalzen von dATP, dCTP, dGTP und dTTP in einer Konzentration zu je 10
mmol/l, pH 7,0 verwendet, der direkt einer Polymerase-Kettenreaktion beigemischt

werden kann.

2.1.1.3 DNA-Léangenstandards

DNA molecular weight marker VI

Es wurde ein DNA-Fragmentgemisch aus Spaltung von SPP1-DNA mit Restriktionsen-
donuklease ECORI verwendet. Das Gemisch enthdlt 17 Fragmente mit folgender Anzahl
von Basenpaaren (1 Basenpaar = 660 Dalton) in Tris-HCI, 10 mmol/l; EDTA, 1 mmol/I;
pH 8,0:

8576, 7427, 6106, 4899, 3639, 2799, 1953, 1882, 1515, 1482, 1164, 992, 710, 492, 359.
Das DNA-Fragmentgemisch zeigt in der Agarose-Gelelektrophorese ein typisches

Muster mit 15 Banden.
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LAz
el

Abb. 2-1 Auftrennung von 1 pg DNA-Liingenstandard VII auf einem 1 %-igen Agarosegel. Ethidi-

umbromid-Farbung.

DNA molecular weight marker VIII

Zusétzlich wurde ein DNA-Fragmentgemisch aus Spaltung von pUCBM21-DNA mit
der Restriktionsendonuklease Hpall und mit den Restriktionsendonukleasen Dral plus
HindIll benutzt. Das Gemisch enthdlt 17 Fragmente mit folgender Anzahl von
Basenpaaren in Tris-HCI, 10 mmol/l; EDTA, 1 mmol/l; pH 8,0:

1114, 900, 692, 501, 489, 404, 320, 242, 190, 147, 124, 110, 67, 37,34, 26, 19.

Das DNA-Fragmentgemisch zeigt in der Agarose-Gelelektophorese ein typisches
Muster mit 13 Banden.

f &

Abb. 2-2 Auftrennung von 1 pg DNA-Liingenstandard VIII auf einem 1,8 %-igen Agarosegel.
Ethidiumbromid-Féarbung.
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2.1.1.4 Primersequenzen

Zur PCR-Genotypisierung wurden die in Tab. 2.1 dargestellten Primer verwendet

Gene Sequenz 5°-3" (je ein forward und reverse Primer)
Apolipoprotein E TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCA

(Apo E) ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACACTGCCA
Apolipoprotein CI TTTGAGCTCGGCTCTTGAGACAGGAA

(Apo CI) GGTCCCGGGCACTTCCCTTAGCCCCA

o -Antichymotrypsin CAGAGTTGAGAATGGAGA

(ACT) TTCTCCTGGGTCAGATTC

LDL-Rezeptor AATGTCGACCAAGCCTCTTTCTCTCTCTTC

(Exon 8) AAGTCGACCCACCCGCCGCCTTCCCGTGC
LDL-Rezeptor GTCATCTTCCTTGCTGCCTGTTA

(Exon 13) GTTTCCACAAGGAGGTTTCAAGGTTC
Lipoproteinlipase ATGGCACCCATGTGTAAGGTG

(Intron 6) GTGAACTTCTGATAACAATCTC
Lipoproteinlipase TGAAGCTCAAATGGAAGAGT

(Intron 8) TACAAGCAAATGACTAAA

Tab. 2-1 PCR : Sequenzen der verwendeten Primer
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2.1.2 Enzyme

DNA-Polymerase

Folgende DNA-Polymerase wurde bei allen PCR-Untersuchungen eingesetzt
Taq 2000™ DNA Polymerase ultra pur thermostabile DNA-Polymerase
(Stratagene Heidelberg, 5 U/ul, 200 U),

Restriktionsendonukleasen

Zur Digestion der PCR-Produkte wurden folgende Restriktionsendonukleasen benutzt

Cfol (Hhal)

Restriktionsendonuklease aus Clostridium formicoaceticum von Boehringer Mannheim
(1000 U; 10 U/ul); erkennt die Sequenz GCG/C und erzeugt Fragmente mit 3'-
kohésiven Enden; Cfol ist ein Isoschizomer von Hhal; gelagert in Tris-HCI, 20 mM;
NaCl, 100 mM; EDTA, 1 mM; 2-Mercaptoethanol, 10 mM; Glycerin, 50% (v/v); pH ca.
7,5 (bei 4° C); Inkubationspuffer L im SuRE /Cut 5-Puffer-System von Boehringer

Mannheim

Hpal

Restriktionsendonuklease aus Haemophilus parainfluenzae von Boehringer Mannheim
(500 U, 3-10 U/ul, 50 - 166 ul); erkennt die Sequenz GTT/AAC und erzeugt Fragmente
mit glatten Enden; gelagert in Tris-HCI, 20 mM; KCl, 50 mM; EDTA, 0,5 mM; 2-
Mercaptoethanol, 5 mM; Glycerin, 50 % (v/v); pH ca. 7,5 (bei +4°C); Inkubationspuffer
A im SuRE /Cut 5-Puffer-System von Boehringer Mannheim

Mval (Bst NI)

Restriktionsendonuklease aus Micrococcus varians RFL 19 von Boehringer Mannheim
(5000 U; 8-12 U/ul; 416-621pl); erkennt die Sequenz CC(*r)GG und erzeugt
Fragmente mit 5'-kohdsiven Enden; gelagert in Kaliumphosphat, 10 mM; KCl, 400
mM; EDTA, 0,1 mM; Dithiothreit, | mM; Rinderserumalbumin, 200 ug/ml; Glycerin,
50 % (v/v); pH 7,0 (bei +4°C); Inkubationspuffer H im SuRE /Cut 5-Puffer-System von

Boehringer Mannheim

10



2. Material und Methoden

Sul

Restriktionsendonuklease aus Streptomyces nodosus von Boehringer Mannheim (2500
U; 40 U/ul; 62,5 pl); erkennt die Sequenz AGG/CCT und erzeugt Fragmente mit glatten
Enden; gelagert in Tris HCI, 20 mM; NaCl, 100 mM; EDTA, 0,1 mM; 2-
Mercaptoethanol, 10 mM; Triton®X-100 (v/v), 0,01%; Glycerin (v/v), 50 %; pH ca. 7,5
(bei +4°C); Inkubationspuffer B im SuRE /Cut 5-Puffer-System von Boehringer

Mannheim

Avall

Restriktionsendonuklease aus Anabaena variabilis von Boehringer Mannheim (500 U; 5
U/ul; 100 pl); erkennt die Sequenz G/G(*1)CC und erzeugt Fragmente mit 5'-kohésiven
Enden; gelagert in Tris-HCl, 20 mM; NaCl, 100 mM; EDTA, 0,1 mM; 2-
Mercaptoethanol, 10 mM; Triton®X-100 (v/v), 0,01%; Glycerin (v/v), 50 %; pH ca. 8,0
(bei +4°C); Inkubationspuffer A im SuRE /Cut 5-Puffer-System von Boehringer

Mannheim

Pwvull

Restriktionsendonuklease aus Proteus vulgaris von Boehringer Mannheim (5000 U; 40
U/ul; 125 pl); erkennt die Sequenz CAG/CTG und erzeugt Fragmente mit glatten
Enden; gelagert in Tris-HCI, 20 mM; NaCl, 100 mM; EDTA, 1 mM; 2-
Mercaptoethanol, 10 mM; Triton®X-100 (v/v), 0,01%; Glycerin (v/v), 50 %; pH ca. 7,7
(bei +4°C); Inkubationspuffer M im SuRE /Cut 5-Puffer-System von Boehringer

Mannheim

HindIIl

Restriktionsendonuklease aus Haemophilus influenzac Rd com-10 von Boehringer
Mannheim (10.000 U; 40 U/ul; 250 pl); erkennt die Sequenz A/AGCTT und erzeugt
Fragmente mit 5'-kohésiven Enden; gelagert in Tris-HCl, 10 mM; NaCl, 250 mM;
EDTA, 0,1 mM; Dithioerythrit, I mM; Glycerin (v/v), 50 %; pH ca. 7,5 (bei +4°C);
Inkubationspuffer B im SuRE /Cut 5-Puffer-System von Boehringer Mannheim
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2. Material und Methoden

2.1.3 Losungen und Puffer

Wasser
Puffer und Stammldsungen fiir PCR-Reaktionen oder Enzymdigestionen mit kleinen
Volumina wurden mit sterilem Wasser (aqua ad iniectabilia) angesetzt. Fiir alle anderen

Losungen wurde einfach destilliertes Wasser verwendet.

Inkubationspuffer fiir Restriktionsendonukleasen

Es wurden die von der Firma Boehringer Mannheim mitgelieferten Puffer A, B, L, M

und H nach dem sog. SuRe/Cut-Puffer-System in der folgenden Zusammensetzung

verwendet:

Puffer A Tris-Acetat, 33 mM; K-Acetat, 66 mM; Mg-Acetat,
10 mM; Dithiothreit, 0,5 mM; pH 7,9 (bei 37°C)

Puffer B Tris-HCI, 10 mM; NaCl, 100 mM; MgCl,, 5 mM,;
2-Mercaptoethanol, 1 mM; pH 8,0 (bei 37°C)

Puffer L Tris-HCI, 10 mM; MgCl,, 10 mM; Dithiothreit,, 1 mM;
PH 7,5 (bei 37°C)

Puffer M Tris-HCI, 10 mM; NaCl, 50 mM; MgCl,, 10 mM,;
Dithiothreit, 1 mM; pH 7,5 (bei 37°C)

Puffer H Tris-HCI, 50 mM; NaCl, 100 mM; MgCl2, 10 mM,

Dithiothreit, 1 mM; pH 7,5 (bei 37°C)

12



2. Material und Methoden

2.1.4 Materialien fiir elektrophoretische Techniken

1 x Tris-Acetat-Puffer (TAE)
Tris-Acetat, 40 mM

EDTA, 1 mM

(pH 8,0)

(Sigma, Deisenhofen)

(nach Sambrook et. al., 1989, S. 6.7, B23)

Agarose
ohne DNase-, RNase- und Protease-Aktivitét

(nach Twining (1984) Analytical Biochemistry 143: 30-34)
optimaler Trennbereich der DNA-Fragmente: 0,5 kb- 25 kb
(Sigma, Deisenhofen)

Ladepuffer fiir native Gele 6x
0,25 % Bromphenolblau (BPB)
0,25 % Xylen Cyanol FF

in 1x TBE-Puffer pH 8,3

30%  Glycerin in Wasser
69,5 % H,O
(nach Sambrook et. al., 1989, S. 6.12, Tab. 6.3 Puffer Typ III)

Bromphenolblau-Xylencyanol
0,5 % Bromphenol Blue Sodium (CAS-Nr.: 62625-28-9)
0,5 % Xylene Cyanole FF (CAS-Nr.: 2650-17-1)

dye solution
in 1x TBE-Puffer
(pH 8.3)

Ethidiumbromid-Ldsung

Ethidiumbromid in 10 ml H,O geldst mit einer Endkonzentration von 10 mg/ml

13



2. Material und Methoden

2.1.5 Materialien fiir die Extraktion von genomischer DNA aus Blut

Lysis Puffer
Ammoniumchlorid (NH4Cl) 155 mM

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3) 10 mM
EDTA 0,1 mM
(pH 7.4)

SE-Puffer

Natriumchlorid (NaCl) 75 mM
EDTA 25 mM

(pH 8,0)

TE-Puffer
Tris-HCl 10 mM
EDTA 1 mM
(pH 8,0)

Natriumdodecylsulfat (SDS)
SDS 20%

(Sigma, Deisenhofen)

Protease
Protease aus Streptomyces griseus 4 U/mg (lyophilisierter Zustand)
ohne DNase- und RNase-Aktivitit

(Sigma, Deisenhofen)
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2. Material und Methoden

2.2 Methoden

Bei der vorliegenden Arbeit wurden sog. Restriktionsfragment-Léangenpolymorphismen
(RFLP) untersucht. Dabei handelt es sich um nachweisbare GroBenunterschiede von
DNA-Fragmenten, die entstehen, wenn die DNA verschiedener Individuen mit demsel-
ben, spezifischen Restriktionsenzym geschnitten wird. Ublicherweise werden hierzu
mittels PCR amplifizierte DNA-Abschnitte bekannter Sequenz benutzt, die den ge-
suchten Polymorphismus enthalten. Dafiir wird zundchst genomische DNA aus Blut-
zellen gewonnen und in wissriger Losung asserviert. Im nichsten Schritt erfolgt mittels
der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) die Vervielfiltigung eines Abschnittes kon-
stanter Lange dieser genomischen DNA, welcher den zu untersuchenden Polymorphis-
mus beinhaltet. So gewonnene und amplifizierte DNA-Abschnitte werden anschlieBend
mit einem spezifischen Restriktionsenzym in ausreichender Konzentration bei ausrei-
chend langer Reaktionszeit verdaut. Dieses Enzym erkennt im Bereich des zu untersu-
chenden Polymorphismus eine etwaig vorhandene Schnittstelle, so dass bei einem be-
stimmten Genotyp DNA-Stiicke definierter Lédnge entstehen. Das Produkt dieser enzy-
matischen Behandlung wird anschliefend auf ein Agarose-Gel aufgebracht und
elektrophoretisch aufgetrennt, so dass die Digestionsprodukte als spezifische Banden-
muster dargestellt werden kdnnen. Die Dokumentation erfolgt fotografisch unter UV-
Licht. Lasst sich statistisch ein Zusammenhang zwischen einem bestimmten Poly-
morphismus und einem erhéhten Risiko fiir eine definierte Erkrankung nachweisen, so
hat dieser Polymorphismus einen informativen, evtl. mitunter auch einen diagnostischen
Charakter. Voraussetzung fiir die PCR-Analyse ist also die bekannte DNA-Sequenz des
den Polymorphismus enthaltenden DNA-Abschnitts.

Die Methodik der RFLP-Analyse mittels PCR wurde dabei jeweils der Literatur
entlehnt und dann entsprechend den vorhandenen Gerdten, Enzymen und Chemikalien
optimiert. Die angefiihrten Literaturstellen behandelten meist Fragestellungen zum
Fettstoffwechsel und zum Risiko kardiovaskuldrer Erkrankungen.

Da also bekannte, bereits charakterisierte Polymorphismen untersucht wurden, konnte

auf eine Sequenzierung verzichtet werden.
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2. Material und Methoden

2.2.1 DNA-Extraktion aus Vollblut

1. Die untersuchte DNA wurde aus Leukozyten (EDTA-Blut) gewonnen.

2. Das EDTA-BIut (ca. 2 ml) wurde mit 3 Anteilen Lysis-Puffer versetzt, anschlieend
fiir 15 Minuten in Eis gekiihlt und alle 5 Minuten leicht geschiittelt.

3. Anschlieend wurde die entstandene Losung fiir 5 Minuten bei 700 g zentrifugiert,
der Uberstand verworfen, je nach verbliecbenem Restvolumen 5-10 ml Lysis-Puffer
zugegeben und schlieBlich die Probe auf dem Vortexer vermischt. Dieser Schritt
wurde anschlieBend noch einmal wiederholt.

4. Im folgenden wurde die Probe erneut 5 Minuten bei 700 g zentrifugiert, der Uber-
stand erneut verworfen und das entstandene Pellet in 5 ml SE-Puffer resuspendiert.

5. AnschlieBend wurden 70 pl Protease (Firma Sigma, Deisenhofen), sowie 250 ul SDS
20% zugegeben, gut mit der Pipette gemischt und die Losung liber Nacht bei Raum-
temperatur stehengelassen, um die Proteine der Zellmembranen, wie auch die der
Kernhiille aufzulsen.

6. Am folgenden Tag wurden 2,5 ml SE-Puffer und 2 ml NaCl 6mmol/l zugegeben und
die Losung fiir 20 Sekunden auf dem Vortexer gemischt.

7. Diese Losung wurde daraufhin fiir 15 Minuten bei 2700 g zentrifugiert.

8. Der Uberstand wurde in ein frisches Rohrchen iiberfiihrt und 2 Anteile Ethanol 100%
zugegeben, dabei kam es nach Kippen des R6hrchens zum Ausféllen der DNA.

9. Mit einer gebogenen Pasteurpipette wurde anschlieBend die ausgefillte DNA
abpipettiert, kurz durch Ethanol 70% gezogen und schlielich je nach DNA-Menge
in 200-600 pl TE-Puffer gelost (nach Sambrook et al., 1989, S. 6.16-6.19).
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2. Material und Methoden

2.2.2 Polymerasenkettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction = PCR) ist eine in
vitro-Methode zur Vervielfaltigung von Nukleinsduren. Mit ihrer Hilfe konnen defi-
nierte Desoxyribonukleinsdure-(DNA-)Fragmente aus der genomischen DNA amplifi-
ziert werden. Diese von dem Biochemiker Kary B. Mullis 1983 entwickelte Methode,
die in Form eines Protokolls von Saiki et al. 1985 veroffentlicht wurde, basiert auf drei
Teilschritten mit jeweils unterschiedlichen Temperaturen, die in aufeinander folgenden
Zyklen wiederholt werden: Im ersten Schritt, der Denaturierung der DNA-Doppel-
strdnge, wird die DNA bei hoher Temperatur (Schmelztemperatur T,, ca. 92°C - 95°C)
in Einzelstringe aufgeschmolzen. In der Phase der Anlagerung (annealing), dem
zweiten Schritt, hybridisieren bei relativ niedriger Temperatur (bei den vorliegenden
Untersuchungen 54 - 67°C) die Oligonukleotidprimer mit den beiden DNA-
Matrizenstrdngen (template) und dienen damit im dritten Schritt der DNA-Polymerase
als Startmolekiile beim Kopieren der beiden Stringe. Dabei verlidngert die DNA-
Polymerase unter Verwendung der zugegebenen Desoxynucleosidtriphosphate (dANTP)
die Primer in 5°-3"-Richtung, und zwar bis es zum Anhalten der Polymerase oder bis es
zur Unterbrechung durch einen neuen Vermehrungszyklus kommt. Ab der dritten
Amplifizierungsrunde entstehen nur noch Produkte definierter Linge, die durch die
Position des Primers in der Matrize vorgegeben ist (Abb.2-3). Ab dem vierten Zyklus
erfolgt die Vermehrung exponentiell, so dass sich bei einer angenommenen
hundertprozentigen Ausbeute - die eher unwahrscheinlich ist - das gesuchte DNA-
Amplikon nach 24 Zyklen 2*°-fach vermehrt haben sollte. Die Zahl der Amplikons Z
am Ende der Reaktion wird nach der Gleichung Z = (2"-2n)x berechnet (n = Anzahl der
Zyklen, 2n = Anzahl der Produkte aus dem ersten und zweiten Zyklus, X = Anzahl der
Kopien der urspriinglichen DNA-Matrize (template). Eine Erschopfung der PCR-
Reaktion ergibt sich meist nach ca. 30 Zyklen, was auf eine begrenzte Enzymmenge wie

auch auf eine Abnahme der Enzymaktivitét durch Denaturierung zuriickzufiihren ist.
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2. Material und Methoden
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Abb. 2-3 Prinzip der PCR (nach Newton/Graham, 1994, S. 23)

Zentraler Bestandteil der PCR ist die seit 1988 verfiigbare, auch bei der Denaturie-
rungstemperatur von bis zu 95°C thermostabile, Tag-Polymerase aus dem Bakterien-
stamm Thermus aquaticus YT1, die eine optimale Enzymaktivitét bei 72°C aufweist.
Bei der vorliegenden Untersuchung wurden alle PCR-Reaktionen im Kaltstart durchge-
fiihrt, d.h. alle Komponenten wurden bereits vor der Denaturierung der genomischen
DNA dem Reaktionsansatz zugegeben. Als Polymerase wurde die thermostabile Taq-
Polymerase der Firma Stratagene (La Jolla, California, USA) verwendet.

Bei den untersuchten DNA-Abschnitten lagen im einzelnen folgende Ansitze und Re-
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2. Material und Methoden

2.2.2.1 Apolipoprotein CI (Apo CI)
(nach Nillesen et al., 1990)

Reaktionsmix fur 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
aqua 20,5 ul -
Puffer 2,5 ul Ix
dNTP 0,5 ul jeder dNTP 0,2 mM
Primer 1 0,2 ul 0,16 uM
Primer 2 0,2 ul 0,16 uM
Tag-Polymerase 0,1 pul 0,5 U/25 ul
24,0 ul
genomische DNA 1,0 pl 30 ng/25 pl
Gesamtreaktionsvolumen 25 pl
Tab. 2-2-PCR-Ansatz Apolipoprotein CI (Apo CI)
PCR-Bedingungen:
Zeitdauer [min] Temperatur [°C] Zahl der Zyklen
05:00 95 1
00:30 95
01:00 54 31
02:00 72
05:00 72 1

Tab. 2-3 PCR-Bedingungen Apolipoprotein CI (Apo CI)
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2. Material und Methoden

2.2.2.2 ay-Antichymotrypsin (ACT)

(nach Kamboh et al., 1995, Thome et al., 1995)

Reaktionsmix fur 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
aqua 20,2 ul -
Puffer 2,5 ul Ix
dNTP 0,5 ul jeder dNTP 0,2 mM
Primer 1 0,3 ul 0,24 uM
Primer 2 0,3 ul 0,24 uM
Taq-Polymerase 0,2 ul 1 U/25 pl
24,0 ul
genomische DNA 1,0 pl 30 ng/25ul
Gesamtreaktionsvolumen 25 pl
Tab. 2-4 PCR-Ansatz a;-Antichymotrypsin (ACT)
PCR-Bedingungen:
Zeitdauer [min] Temperatur [°C] Zahl der Zyklen
08:00 94 1
00:30 94
00:30 55 35
02:00 72
05:00 72 1

Tab. 2-5 PCR-Bedingungen a;-Antichymotrypsin (ACT)
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2. Material und Methoden

2.2.2.3 Exon 8 des LDL-Rezeptorgens (8-LDL)

(nach Gudnason et al., 1995)

Reaktionsmix fur 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
aqua 19,9 ul -
Puffer 2,5 ul Ix
dNTP 0,5 ul jeder dNTP 0,2mM
Primer 1 0,5 ul 0,4 uM
Primer 2 0,5 ul 0,4 uM
Tag-Polymerase 0,1 pul 0,5 U/25 nul

24,0 ul
genomische DNA 1,0 pl 30 ng/25 pl

Gesamtreaktionsvolumen 25 pl

Tab. 2-6 PCR-Ansatz Exon 8 des LDL-Rezeptorgens (8-LDL)

PCR-Bedingungen:

Zeitdauer [min] Temperatur [°C] Zahl der Zyklen
05:00 95

03:00 59 1

05:00 72

00:30 95

01:00 59 30

02:00 72

05:00 72 1

Tab. 2-7 PCR-Bedingungen Exon 8 des LDL-Rezeptorgens (8-LDL)
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2.2.2.4 Exon 13 des LDL-Rezeptorgens (13-LDL)

(nach Ahn et al., 1994)

Reaktionsmix fur 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
aqua 19,30 ul -
Puffer 2,50 ul 1x
dNTP 0,50 pl jeder ANTP 0,2mM
Primer 1 0,75 ul 0,6 uM
Primer 2 0,75 ul 0,6 uM
Tag-Polymerase 0,20 ul 1 U/25 pl

24,0 ul
genomische DNA 1,0 pl 30 ng/25 pl

Gesamtreaktionsvolumen 25 pl

Tab. 2-8 PCR-Ansatz Exon 13 des LDL-Rezeptorgens (13-LDL)

PCR-Bedingungen:

Zeitdauer [min] Temperatur [°C] Zahl der Zyklen
05:00 95 1

00:30 95

02:00 67 30

01:00 72

03:00 72 1

Tab. 2-9 PCR-Bedingungen Exon 13 des LDL-Rezeptorgens (13-LDL)
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2. Material und Methoden

2.2.2.5 Lipoproteinlipase-Hind III-Genlocus (Lip-Hind III)
(nach Gotoda et al., 1992)

Reaktionsmix fur 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
aqua 18,40 pul -
Puffer 2,50 ul 1x
dNTP 0,50 pl jeder dNTP 0,2 mM
Primer 1 1,25 ul 1,0 uM
Primer 2 1,25 ul 1,0 uM
Tag-Polymerase 0,10 ul 0,5U/25 pul

24,0 ul
genomische DNA 1,0 pl 30 ng/25 pl

Gesamtreaktionsvolumen 25 pl

Tab. 2-10 PCR-Ansatz Lipoproteinlipase-Hind ITI-Genlocus (Lip-Hind III)

PCR-Bedingungen:
Zeitdauer [min] Temperatur [°C] Zahl der Zyklen

05:00 94 1
00:30 94

02:00 50 26
03:00 72

07:00 72 1

Tab. 2-11 PCR-Bedingungen Lipoproteinlipase-Hind III-Genlocus (Lip-Hind I1I)
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2.2.2.6 Lipoproteinlipase-Pvu II-Genlocus (Lip-Pvu II)
(nach Peacock et al., 1992)

Reaktionsmix fur 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
aqua 19,9 ul -
Puffer 2,5 ul 1 x
dNTP 0,5 ul jeder dNTP 0,2 mM
Primer 1 0,5 ul 0,4 uM
Primer 2 0,5 ul 0,4 uM
Tag-Polymerase 0,1 pul 0,5U/25 pul

24,0 ul
genomische DNA 1,0 pl 30 ng/25 pl

Gesamtreaktionsvolumen 25 pl

Tab. 2-12 PCR-Ansatz Lipoproteinlipase-Pvu II-Genlocus (Lip Pvu II)

PCR-Bedingungen:
Zeitdauer [min] Temperatur [°C] Zahl der Zyklen

05:00 93 1
05:00 58

00:30 92

05:00 58 25
05:00 72 1

Tab. 2-13 PCR-Bedingungen Lipoproteinlipase-Pvu II-Genlocus (Lip Pvu II)
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2.2.2.7 Apolipoprotein E (Apo E)
(nach Thome et al. 1995)

Reaktionsmix fur 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
aqua 19,9 nul -
Puffer 2,5 ul 1 x
dNTP 0,5 ul jeder dNTP 0,2 mM
Primer 1 0,5 ul 0,4 uM
Primer 2 0,5 ul 0,4 uM
Tag-Polymerase 0,1 pl 0,5U/25 pul
24,0 ul
genomische DNA 1,0 pl 30 ng/25 pl
Gesamtreaktionsvolumen 25 ul
Tab. 2-14 PCR-Ansatz Apolipoprotein E (Apo E)
PCR-Bedingungen:
Zeitdauer [min] Temperatur [°C] Zahl der Zyklen
05:00 94 1
01:00 94
00:30 65 40
01:30 72
05:00 72 1

Tab. 2-15 PCR-Bedingungen Apolipoprotein E (Apo E)
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2. Material und Methoden

2.2.3 Spaltung der amplifizierten DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die mittels PCR amplifizierte DNA wurde im Anschluss mit bakteriellen Restriktion-
sendonukleasen versetzt und dadurch an spezifischen Basensequenzen geschnitten. Die
bei molekularbiologischen Techniken eingesetzten Restriktionsendonukleasen sind
bakterielle Enzyme, die spezifische, meist palindromische Basensequenzen dop-
pelstrangiger DNA erkennen und dort Phophodiesterbindungen hydrolysieren. Die Er-
kennungsequenzen sind meist 4-6 Basenpaare lang. Die Proben wurden jeweils mit dem
Enzym und dem dazugehdrigen Puffer versetzt, der ein Wirkungsoptimum des Enzyms
garantiert. Die Digestion erfolgte mit Inkubation im Wasserbad bei 37° C, zumeist liber
Nacht. Die Enzymmenge wurde jeweils in deutlichem Uberschuss zugegeben (zwischen
6 und 80 Units), um eine vollstindige Digestion der amplifizierten DNA-Menge zu er-
reichen. Die Volumina eines Ansatzes lagen im Bereich von 50 pl bis 400 pl.

Unterschiedliche Fragmentgrof3en, die auftreten, wenn man die DNA verschiedener In-
dividuen mit demselben Restriktionsenzym schneidet, zeigen bei unterschiedlichen Ba-
sensequenzen einen vorhandenen Polymorphismus (RFLP = Restriktionsfragment-Lén-

genpolymorphismus) an. Im einzelnen wurden folgende Ansétze verwendet:

2.2.3.1 Apolipoprotein CI (Apo CI)

Restriktionsenzym Hpa I (Haemophilus parainfluenzae; 3-10 U/ul)
DNA-Schnittstelle l
GTTAAC
CAATTG
T
SuRE/Cut-Puffer A
Inkubation 37°C iiber Nacht

Tab. 2-16 Hpa I: Konzentration, spezifische Schnittstelle, Puffer und Temperaturoptimum
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2. Material und Methoden

Reaktionsansatz fiir 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
SuRE/Cut-Puffer A 3,0 ul 1 x

Hpa I 2,0 ul 0,6 bis 2,0 U/5 pl
Gesamtreaktionsvolumen 5,0 ul

Tab. 2-17 Hpa I: Reaktionsansatz fiir Enzymdigestion amplifizierter DNA

Die 5 ul des Reaktionsansatzes wurden jeweils dem PCR-Produkt von 25 ul beigefiigt.

2.2.3.2 ay-Antichymotrypsin (ACT)

Restriktionsenzym Mva I (Micrococcus varians RFL 19; 10 U/ul)
DNA-Schnittstelle \
CC(*1)GG
GG("y)CC
T
SuRE/Cut-Puffer H
Inkubation 37°C iiber Nacht

Tab. 2-18 Mva I: Konzentration, spezifische Schnittstelle, Puffer und Temperaturoptimum

Reaktionsansatz fiir 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
aqua 1,0 ul -

SuRE/Cut-Puffer H 3,0 ul 1 x

Mva I 1,0ul 10 U/5 pul
Gesamtreaktionsvolumen 5,0ul

Tab. 2-19 Mva I: Reaktionsansatz fiir Enzymdigestion amplifizierter DNA

Die 5 ul des Reaktionsansatzes wurden jeweils dem PCR-Produkt von 25 ul beigefiigt.
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2.2.3.3 Exon 8 des LDL-Rezeptorgens (8-LDL)

Restriktionsenzym Su I (Streptomyces nodosus; 40 U/ul)
DNA-Schnittstelle \2
AGGCCT
TCCGGA
T
SuRE/Cut-Puffer B
Inkubation 37°C iiber Nacht

Tab. 2-20 Stu I: Konzentration, spezifische Schnittstelle, Puffer und Temperaturoptimum

Reaktionsansatz fir 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
aqua 1,0 ul -

SuRE/Cut-Puffer B 3,0 ul 1 x

Sul 1,0ul 40 U/5 pl
Gesamtreaktionsansatz 5,0ul

Tab. 2-21 Stu I: Reaktionsansatz fiir Enzymdigestion amplifizierter DNA

Die 5 ul des Reaktionsansatzes

wurden jeweils dem PCR-Produkt von 25 pl beigefiigt.

2.2.3.4 Exon 13 des LDL-Rezeptorgens (13-LDL)

Restriktionsenzym Ava II (Anabaena variabilis; 5 U/ul)
DNA-Schnittstelle \
GG(“1)CC
CC("A)GG
T
SuRE/Cut-Puffer A
Inkubation 37°C iiber Nacht

Tab. 2-22 Ava II: Konzentration, spezifische Schnittstelle, Puffer und Temperaturoptimum
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Reaktionsansatz fiir 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
SuRE/Cut-Puffer A 3,0 ul 1 x

Avall 2,0 ul 10 U/5 pul
Gesamtreaktionsansatz 5,0 ul

Tab. 2-23 Ava II: Reaktionsansatz fiir Enzymdigestion amplifizierter DNA

Die 5 ul des Reaktionsansatzes wurden jeweils dem PCR-Produkt von 25 ul beigefiigt.

2.2.3.5 Lipoproteinlipase-Hind III-Genlocus (Lip-Hind III)

Restriktionsenzym Hind III (Haemophilus influenzae Rd com-10; 40
U/ul)
DNA-Schnittstelle J
AAGCTT
TTCGAA
)
SuRE/Cut-Puffer B
Inkubation 37°C tiber Nacht

Tab. 2-24 Hind I11: Konzentration, spezifische Schnittstelle, Puffer und Temperaturoptimum

Reaktionsansatz fiir 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
SuRE/Cut-Puffer B 3,0 ul 1 x

Hind III 2,0 ul 80 U/5 pul
Gesamtreaktionsansatz 5,0 ul

Tab. 2-25 Hind I11: Reaktionsansatz fiir Enzymdigestion amplifizierter DNA

Die 5 ul des Reaktionsansatzes wurden jeweils dem PCR-Produkt von 25 ul beigefiigt.
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2.2.3.6 Lipoproteinlipase-Pvu II-Genlocus (Lip-Pvu II)

Restriktionsenzym Pwvu II (Proteus vulgaris; 40 U/ul)
DNA-Schnittstelle \
CAGCTG
GTCGAC
T
SuRE/Cut-Puffer M
Inkubation 37°C iiber Nacht

Tab. 2-26 Pvu I1: Konzentration, spezifische Schnittstelle, Puffer und Temperaturoptimum

Reaktionsansatz fir 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
aqua 1,0 ul -
SuRE/Cut-Puffer M 3,0 ul 1 x

Pvu 11 1,0ul 40 U/5 ul
Gesamtreaktionsansatz 5,0ul

Tab. 2-27: Pvu II: Reaktionsansatz fiir Enzymdigestion amplifizierter DNA

Die 5 ul des Reaktionsansatzes wurden jeweils dem PCR-Produkt von 25 ul beigefiigt.

2.2.3.7 Apolipoprotein E (Apo E)

Restriktionsenzym Cfo I (Clostridium formicoaceticum; 10 U/ul)
DNA-Schnittstelle 3
GCGC
CGCG
T
SuRE/Cut-Puffer L
Inkubation 37°C iiber Nacht

Tab. 2-28 Cfo I: Konzentration, spezifische Schnittstelle, Puffer und Temperaturoptimum
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Reaktionsansatz fir 1 Reaktion

Reagenz Volumen Endkonzentration
aqua 1,0 ul -
SuRE/Cut-Puffer L 3,0 ul 1 x

Cfol 1,0ul 10 U/5 pl
Gesamtreaktionsansatz 5,0ul

Tab. 2-29: Cfo I: Reaktionsansatz fiir Enzymdigestion amplifizierter DNA

Die 5 pul des Reaktionsansatzes wurden jeweils dem PCR-Produkt von 25 pul beigefiigt.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der amplifizierten und mittels Restriktionsendonukleasen geschnitte-
nen DNA erfolgte zur GroBenabschidtzung in Agarosegelen in einem homogenen, kon-
stanten elektrischen Feld. Diese Methode ist bis zu DNA-FragmentgrofSen von 20 kb
gut geeignet. Die vorliegenden Fragmente variierten von 33 bp bis 715 bp.

Verwendet wurde eine horizontale Flachgelelektrophorese unter nativen Bedingungen
in Agarose ohne DNase-, RNase- und Protease-Aktivitidt. Die Agarosekonzentration
richtete sich nach der Grof3e der aufzutrennenden Fragmente, wobei relativ kleine Frag-
mente entsprechend hohere Konzentrationen von Agarose erforderten. Bei den vorlie-
genden Untersuchungen lagen die Konzentrationen zwischen 1,5 % und 4 %. Die ana-
lytischen Gele hatten ein Volumen von 50 ml, die Agarose wurde unter Erhitzen in der
Mikrowelle bei 200 W und anschlieBendem Riihren mit dem Magnetriihrer in bidestil-
liertem Wasser geldst und nach Zugabe von 2 ml Tris-Acetat-EDTA-Puffer 25x und
von 5 pl Ethidiumbromid in 7 cm x 8 cm groBe Geltrager (sog. Renner) gegossen.

Die Agarosegele enthielten Ethidiumbromid in einer Konzentration von 5 pg/ml Gel.
Der Laufpuffer bestand aus Tris-Acetat-EDTA-Puffer 1x. Die DNA wurde vor dem
Auftragen auf das Gel mit 1/8 Volumen Ladepuffer (nach Sambrook J et al., 1989, S.
6.11, Tab. 6.3 Puffer Typ III; siche Kapitel 2.1.1.1) gemischt.
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Farben der Agarosegele mit Ethidiumbromid
(nach Sambrook J et al., 1989, S. 6.15)
Ethidiumbromid (EtBr) bindet ohne Sequenzspezifitit an DNA. Diese Fahigkeit besitzt

EtBr durch einen planaren Molekiilanteil, der sich zwischen benachbarte Basenpaare
eines doppelstrangigen DNA-Molekiils einlagert. EtBr lagert sich ebenfalls an ein-
zelstrangige Nukleinsduren, jedoch 5-10 mal weniger. EtBr absorbiert UV-Licht und
fluoresziert bei einer Wellenldnge von 302 nm und 366 nm, es emittiert rot-oranges
Licht im Wellenlédngenbereich von 590 nm.

Durch die Einlagerung von Ethidiumbromid konnten die bei UV-Transilluminatoren
(312 nm) Wellenldnge fluoreszierenden DNA-Banden dargestellt und mit einer Pola-
roid-Kamera auf Polaroid-Filmen vom Typ 667 aufgenommen werden. Zur Laufkon-
trolle der Elektrophorese wurde eine UV-Handleuchte mit langwelligem UV-Licht (365
nm) verwendet. Zur GroBenbestimmung und zur Bandendifferenzierung wurde jeweils
ein geeigneter DNA-Lédngenstandard (siche Kapitel 2.1.1.4) in Spur Nr. 10 jedes Agaro-
segels mit aufgetrennt.

Im folgenden wird, bis auf Apolipoprotein E, zu jedem Polymorphismus jeweils ein

Agarosegel mit allen moglicherweise auftretenden DNA-Banden dargestellt.

2.2.4.1 Apolipoprotein CI (Apo CI)

R LERINE
|
|

i

Abb. 2-4 Apolipoprotein CI: Typisches Bandenmuster (Spur 1 Lingenstandard VIII; Spur 2 und 3
A,/Az; Spur 4 und 5 A;/A,; Spur 6 und 7 Ay/A,)
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Genotyp DNA-Fragmentgrof3e
Ai/A, 222 bp; 159 bp; 63 bp
Ay/A, 159 bp; 63 bp

Tab. 2-30 Apolipoprotein CI: Genotyp und Gréfien der DNA-Fragmente in Basenpaaren (bp)

2.2.4.2 ay-Antichymotrypsin (ACT)

11

— — T T
)

Abb. 2-5 a;-Antichymotrypsin: Typisches Bandenmuster (von links nach rechts Spur 1
Lingenstandard VIII; Spur 2 und 3 A/A; Spur 4 und 5 A/T; Spur 6 und 7 T/T)

Genotyp DNA-Fragmentgrof3e

A/A 84 bp; 33 bp; 7 bp (nicht sichtbar)

A/T 117 bp; 84 bp;33 bp; 7 bp (nicht sichtbar)
T/T 117 bp; 7 bp (nicht sichtbar)

Tab. 2-31 a,-Antichymotrypsin: Genotyp und Gréflen der DNA-Fragmente in Basenpaaren (bp)
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2.2.4.3 Exon 8 des LDL-Rezeptorgens (8-LDL)

fimn

Abb. 2-6 Exon 8 des LDL-Rezeptorgens: Typisches Bandenmuster (von links nach rechts Spur 1

Lingenstandard VIII; Spur 2 und 3 Ala/Ala; Spur 4 und 5 Ala/Thr; Genotyp Thr/Thr nicht vor-
handen)

Genotyp DNA-Fragmentgrof3e
Ala/Ala 144 bp; 49 bp
Ala/Thr 193 bp; 144 bp; 49 bp
Thr/Thr 193 bp

Tab. 2-32 Exon 8 des LDL-Rezeptorgens: Genotyp und Griofien der DNA-Fragmente in Basenpaa-
ren (bp)

2.2.4.4 Exon 13 des LDL-Rezeptorgens (13-LDL)

Abb. 2-7 Exon 13 des LDL-Rezeptorgens: Typisches Bandenmuster (von links nach rechts Spur 1
Léingenstandard VIII; Spur 2 und 3 +/+; Spur 4 und 5 +/-; Spur 6 und 7 -/-)
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Genotyp DNA-Fragmentgrof3e
+/+ 141 bp; 87 bp

+/- 228 bp; 141 bp; 87 bp
-/- 228 bp

Tab. 2-33 Exon 13 des LDL-Rezeptorgens: Genotyp und Grofien der DNA-Fragmente in Basenpaa-
ren (bp)

2.2.4.5 Lipoproteinlipase-Hind III-Genlocus (Lip-Hind III)

Abb. 2-8 Lipoproteinlipase-Hind III-Genlocus: Typisches Bandenmuster (von links nach rechts
Spur 1 Lingenstandard VII; Spur 2 und 3 H2/H2; Spur 4 und 5 H1/H2; Spur H1/H1)

Genotyp DNA-Fragmentgrofie
HI1/H1 715 bp

H1/H2 715 bp; 600 bp; 115 bp
H2/H2 600 bp; 115 bp

Tab. 2-34 Lipoproteinlipase-Hind ITI-Genlocus: Genotyp und Grofien der DNA-Fragmente in Ba-

senpaaren (bp)
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2.2.4.6 Lipoproteinlipase-Pvu II-Genlocus (Lip-Pvu II)

Abb. 2-9 Lipoproteinlipase-Pvu II-Genlocus: Typisches Bandenmuster (Spur 1 Lingenstandard
VIII; Spur 2 und 3 +/+; Spur 4 und 5 +/-; Spur 6 und 7 -/-)

Genotyp DNA-Fragmentgrofe
+/+ 330 bp; 110 bp

+/- 440 bp; 330 bp; 110 bp
-/- 440 bp

Tab. 2-35 Lipoproteinlipase-Pvu II-Genlocus: Genotyp und Grofien der DNA-Fragmente in Basen-
paaren (bp)

2.2.4.7 Apolipoprotein E (Apo E)

Allel DNA-Fragmentgrof3e

Apo E2 91 bp; 81 bp

Apo E3 91 bp; 48 bp; 33 bp

Apo E4 72 bp; 48 bp; 33 bp; 19 bp (nicht sichtbar)

Tab. 2-36 Apolipoprotein E: Genotyp und Grofien der DNA-Fragmente in Basenpaaren (bp)
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2.2.5 Statistische Methoden

Die Allelfrequenzen wurden nach der iiblichen Methode der Genzdhlung ermittelt.
Diese konnen nach der Formel

2 - Homozygote + 1 - Heterozygote
2:n

f(a)=

berechnet werden. Dabei bezeichnet f(a) die Haufigkeit des Allels a, Homozygote die
Zahl der Homozygoten, Heterozygote die Zahl der Heterozygoten fiir das Merkmal, und
n die Gesamtzahl der untersuchten Individuen. Die Summe der Haufigkeiten beider Al-
lele betrdgt dabei jeweils 1.

Die Verteilung der Genotypen wurde zwischen der DAT-Gruppe und der Kontroll-
gruppe fiir jeden Polymorphismus durch die Verwendung separater y>-Teste verglichen.
Zur Beurteilung des Verteilungsmusters der Genotypen in DAT- und Kontrollgruppe
wurden die Polymorphismen ebenso durch y*-Teste verglichen. Dariiber hinaus wurde
eine Diskriminanzenanalyse mit schrittweiser variabler Auswahl durchgefiihrt, um rele-
vante Polymorphismen zu identifizieren und ihren pradiktiven Wert zu ermitteln. Die
Ausgangswahrscheinlichkeit fiir jede diagnostische Gruppe wurde mit 50 % angenom-
men. Das relative Risiko (RR) einschlieBlich des Konfidenzintervalls (KI(RR)), k die
Sensitivitit (psens) und Spezifitit (pspe,) Wurde nach den tiblichen statistischen Methoden

errechnet:

a d
Psens = s

@a+c)’ Pz = v d)

a(c+d)
c(a+b)

b d
KI(RR) = RR(I i1,96\/a(a+ S + o d)J
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Dabei gilt:

DAT
Merkmal vorhanden a
Merkmal nicht vorhan- ¢
den

at+tc

Kontrollen
b
d

b+d
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3. Ergebnisse

Die bei DAT-Patienten und Kontrollprobanden gefundenen Allelfrequenzen werden in
den Tabellen 3-1, 3-3 und 3-4 dargestellt. Die Allelhdufigkeiten der einzelnen unter-
suchten Polymorphismen in der Gesamtpopulation stimmten mit den in der Literatur
angegebenen Werten (Nillesen et al., 1990; Peacock et al., 1992; Gotoda et al., 1992;
Ahn et al., 1994; Kamboh et al., 1995; Gudnason et al., 1995; Thome et al., 1995) weit-
gehend tiberein.

Das Apo-E-Allel 4 war in der Indexgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant
haufiger vorhanden (p = 0,001). Ebenso zeigte das Apo-CI-Allel A, eine erhohte Fre-
quenz in der DAT-Gruppe (p = 0,009). Die hohere Frequenz des LDL-Rezeptor-Gens
Exon 8 Threonin (Thr) bei DAT-Patienten im Vergleich zu den Kontrollprobanden ver-
fehlte nur knapp die Signifikanz (p = 0,055). Die Polymorphismen ACT, LDL-Rezep-
tor-Gen Exon 13 und Lipoproteinlipase (Introns 6 und 8) zeigten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Gruppen.

In der Gesamtstichprobe (n = 225) war die Anwesenheit des Apo-CI-Allels A; in hohem
MaBe mit dem Apo-E-Allel 4 (y*-Test, P < 0,00001) korreliert, wohingegen sich das
Apo-CI-Allel A, als von Apo-E-Allel 4 iiberwiegend unabhingig erwies. Bei homozy-
goten Tragern von Apo-CI-Allel A; wurde keinerlei Apo-E-Allel 4 gefunden. Nur 1,3
% der fiir Apo-CI-Allel A, homozygoten Probanden hatten kein Apo-E-Allel 4. Bei der
separaten Analyse von DAT-Patienten und Kontrollen wurde die gleiche Korrelation
zwischen Apo-E- und Apo-CI-Allelen gefunden (Tab. 3-4)

Es fanden sich keine signifikanten Korrelationen zwischen dem Apo-E-Genotyp und
den Polymorphismen des LDL-Rezeptorgens (Exons 8 und 13), des o;-Antichy-
motrypsins (ACT) oder der Lipoproteinlipase-Gene (Introns 6 und 8).

Bei der Verwendung der Gen-Polymorphismen fiir die Diskrimanzenanalyse fiihrte die
stufenweise Auswahl der Variablen zu einem Einschluss des Apo-E- und LDL-Rezep-
torgen-Polymorphismus (Exon 8) als fiir die Klassifizierung des Merkmals DAT rele-
vante Variablen. Die Sensitivitit der diagnostischen Klassifizierung mit diesen beiden
Variablen war 41,1 %, die Spezifitdt wurde mit 80,7 % errechnet. Bei Durchfiihrung der
Klassifizierung mit dem Apo-E-Polymorphismus war die Sensitivitdt dhnlich (42,7 %),
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die Spezifitit lag bei 79,3 %. Die Genauigkeit der Klassifizierung war dhnlich mit bei-
den Methoden (67 % bzw. 65 %).

Das relative Risiko fiir DAT, das auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse errechnet
wurde, lag bei 1,97 fiir Apo E4, 1,76 fiir Apo-CI-Allel A, und 1,74 fiir das LDL-Re-
zeptorgen (Thr) als einzelne Risikofaktoren (Tab. 3-4). Das relative Risiko stieg auf
2,68 fiir die Anwesenheit von wenigstens einem Apo-E4-Allel und einem LDL-Rezep-
torgen Allel Thr, und zwar mit einem Konfidenzintervall von 1,29 bis 4,07.

Es wurde kein Effekt auf das Ersterkrankungsalter bei der Verteilung der Genpoly-
morphismen gefunden, ebenso wenig wie ein Unterschied zwischen dem Typ mit frii-

hem und dem Typ mit spidtem Erkrankungsalter.

Apoe E DAT (n=63) Kontrollen (n = 162)
Genotypen, n (%)

2/2 0(0,0) 1(0,6)

2/3 5(7,9) 19 (11,7)

2/4 2(3,2) 8(4,9)

3/3 24 (38,1) 92 (56,8)

3/4 26 (42,6) 35(21,6)

4/4 6 (9,5) 7(4,3)
Allelfrequenzen

f(2) 0,06 0,09

f(3) 0,63 0,73

f(4) 0,32 0,18
Tab. 3-1 Verteilung der Apo-E-Genotypen und —Allelfrequenzen bei DAT-Patienten und Kontrol-
len

DAT, Kontrollen, n(%) Signifikanz Relatives Risiko (95 %
n(%) Konfidenzintervall)

Apo E4 34 (54,0) 50 (30,9) P=0,001 1,97 (1,5-2,79)
Kein Apo E4 29 (46,0) 112 (69,1)
Apo CI A2 39 (61,9) 69 (42,6) P=0,009 1,76 (0,99-2,53)
Kein Apo C1 A2 24 (38,1) 93(57,5)
LDL-R (Exon 8) 10(15,9) 12(7,4) P =0,055 1,74 (0,85-2,63)
Thr
Kein LDL-R 53 (84,1) 150(92,6)
(Exon 8) Thr

Tab. 3-2 Apo E, Apo CI und LDL-Rezeptor (Exon 8) Genotypen bei DAT-Patienten und Kontrol-

len: Gruppendifferenzen (x>-Test) und relatives Risiko
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DAT Kontrollen DAT Kontrollen
(n=63) (n=162) (n=163) (n=162)
Apo CI ACT
Genotypen Genotypen
A/A, 24 (38,1) 93(57.4) A/A 14 (22,2) 39(24,1)
A/A; 33(52,4) 51315 AT 29 (46,0)  87(53,7)
As/A; 6 (9,5) 18(11,1) T/T 20 (31,7)  36(22,2)
Allelfrequenzen Allelfrequenzen
f(A)) 0,64 0,73 f(A) 0,45 0,51
f(Ay) 0,36 0,27 f(T) 0,55 0,49
LDL-Rezeptor LDL-Rezeptor
Exon 8 Exonl3
Genotypen Genotypen
Ala/Ala 53 (84,1) 150(92,6) +/+ 13(20,6) 31 (19,1)
Ala/Thr 10 (15,9) 12(7,7) +/- 27 (42,9)  80(49,4)
Thr/Thr 0 (0,0) 0 (0,0) -/- 23(36,5) 51(31,5)
Allelfrequenzen Allelfrequenzen
f(Ala) 0,92 0,96 f(+) 0,42 0,44
f(Thr) 0,08 0,04 f(-) 0,58 0,56
Lipoproteinli- Lipoproteinli-
pase Intron 6 pase Intron 8
Genotypen Genotypen
+/+ 15(23,8) 38(23,5)  Hi/H; 5(7,9) 13 (8,0)
+/- 31(49,2) 86(53,1) Hi/H; 26 (41,3) 79 (48,8)
-/- 17 (27,0) 38(23,5) Hu/H, 32 (50,8) 70 (43,2)
Allelfrequenzen Allelfrequenzen
f(+) 0,48 0,50 f(H)) 0,29 0,32
f(-) 0,52 0,50 f(H>) 0,71 0,68

Tab. 3-3 Verteilung der Genotypen und Allelfrequenzen von Apo CI, ACT, LDL-Rezeptorgen
(Exons 8 und 13) und Lipoproteinlipasegen (Introns 6 und 8) bei DAT-Patienten und Kontrollen
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Genotyp DAT Kontrollen
Apo E4 Kein Apo E4 Apo E4 Kein Apo E4
ACT AA 9 (26,5) 507,2) 13 (26,0) 26 (27,.0)
AT 15 (44,1) 14 (48,3) 23 (46,0) 64 (57,1)
TT 10 (29.4) 10 (34,5) 14 (28,0) 22 (19,6)
Apo CI A/A 0(0,0) 24 (82,6) 0(0,0) 93 (83,0)
Ai/A; 28 (82,4)* 5(17,2) 35 16 (14,3)
(70,0)*
A)Ay,  6(17,6)* 0 (0,0) 15 3(2,7)
(30,0)*
LDL-R Exon 8 Ala/Ala 29 (85,3) 8(27,6) 48 (96,0) 102 (91,1)
Ala/Thr 5 (14,7) 10 (34,5) 2 (4,0) 10 (8,9)
Thr/Thr 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
LDL-R Exon 13 +/+ 5(14,7) 8 (27,6) 12 (24,0) 19 (17,0)
+/- 17 (50,0) 10 (34,5) 27 (54,0) 53 (47,3)
-/- 12 (35,3) 11 (37,9) 11 (22,0) 40 (35,7)
Lipoproteinlipase  +/+ 10 (29,4) 5017,2) 13 (26,0) 25 (22,3)
Intron 6 +/- 15 (44,1) 16 (55,2) 26 (52,0) 60 (53,6)
-/- 9 (26.,5) 8(27,6) 11 (22,0) 27 (24,1)
Lipoproteinlipase  H;/H,; 1(2,9) 4 (13,8) 2 (4,0) 11 (9,8)
Intron 8 Hi/H, 14 (41,2) 12 (41,4) 28 (56,0) 51 (45,5)
H,/H, 19 (55.,9) 13 (44,8) 20 (40,0) 50 (44,6)

Tab. 3-4 Frequenzen von ACT-, Apo CI-, LDL-R- (Exons 8 und 13) und Lipoproteinlipasegenotypen (Introns 6
und 8) bei DAT-Patienten und Kontrollen unter der Anwesenheit wenigstens eines Apo E4-Allels und ohne Apo E4-

Allel.

Daten dargestellt in n(%)* Signifikant hohere Frequenz von Apo CI, A1/A2 und A2/A2 bei Apo E4-Allel-Trigern
unabhéingig von der diagnostischen Gruppe (p<0,00001). Kein Apo CI-Genotyp A1/A1 bei Apo E4-Trégern in allen
diagnostischen Gruppen beobachtet.

42



4. Diskussion

4. Diskussion

4.1 Das Apolipoprotein-E-Allel 4 als etablierter Risikofaktor
fiir die DAT

Die in der vorliegenden Studie gefundene signifikant hohere Allelfrequenz des Apo-E4-
Allels bei DAT-Patienten, verglichen mit Kontrollen, untermauert die bekannte Rolle
des Apo-E-Gens und seines Tri-Allel-Polymorphismus als Risikofaktor fiir die DAT. In
einer Assoziationsstudie konnte durch Corder et al. (1993) bei der Untersuchung von
Patienten mit einer familidren DAT und entsprechenden Kontrollprobanden ein Kandi-
datengen fiir einen Risikofaktor der DAT auf dem Chromosom 19 ausgemacht werden.
Dieser Genbereich konnte spiter als das Apolipoprotein-E-Gen (Apo-E-Gen) identifi-
ziert werden. Die bekannten drei Allele des Apo-E-Gens variieren in ihrer Allelhdufig-
keit in verschiedenen Populationen, bei den Kaukasiern kommt das Apo-E3-Allel am
haufigsten vor (ca. 70 - 80 %), gefolgt von Apo-E4-Allel mit 12 - 14 % und dem Apo-
E2-Allel mit 6 - 10 % (Houlston et al. 1989). In der vorliegenden Arbeit konnten diese
Zahlen bei den Kontrollen groBenordnungsméfig ebenfalls so nachgewiesen werden.
Die Haufigkeit des Apo E3 lag in unserer Untersuchung bei 73 %, die von Apo E4 et-
was hoher als beschrieben bei 18 %, Apo E2 konnte in 9 % der Fille gefunden werden.

Eine Erhohung der Allelhdufigkeit bei Patienten mit DAT konnte in den Jahren nach der
Erstbeschreibung in vielen weiteren Untersuchungen bestétigt werden (Saunders et al.,
1993; St. Clair et al., 1995), dieser Nachweis gelang auch bei durch neuropathologische
Aufarbeitung bestétigten Féllen von DAT (Saunders et al., 1993). Dabei wiesen homo-
zygote Triger des Apo-E4-Allels gegeniiber den anderen Genotypen das hochste Er-
krankungsrisiko auf, gefolgt von den heterozygoten Triagern, die immer noch ein deut-
lich erhohtes Risiko gegeniiber altersgematchten Kontrollprobanden aufwiesen, denen
das entsprechende Allel fehlte. Unklar bleibt jedoch bislang die genaue Rolle des Apo-
E4-Allels in der Pathogenese. Weiterhin ist die Assoziation zwischen dem Merkmal
DAT und Apo E4 offenbar in klinischen Populationen deutlicher als in der Allgemein-
bevolkerung (Tsuang et al.,, 1996). Dies spricht dafiir, dass der Apo-E-Genotyp am

ehesten das Erkrankungsalter herabsetzt, weniger das absolute Risiko (Benjamin et al.,
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1996, Meyer et al., 1998) zu erkranken. Es kommt damit zu einer Selektion jiingerer
Individuen mit schwererem Verlauf und vorhandenem Apo-E4-Allel. Ebenso konnte die
vermehrte Assoziation in klinischen Populationen auf das Vorliegen weiterer, kopatho-
gener Faktoren hinweisen, die in Kombination mit Apo E das Erkrankungsrisiko fiir
DAT erh6hen und so zum Eintritt in eine klinische Behandlung fiihren.

Wurde in der vorliegenden Arbeit die Genotypisierung von Apo E als einziges diagnos-
tisches Kriteritum verwendet, so konnten zwei Drittel der untersuchten Probanden (ca.
67 %) korrekt als DAT-Patienten oder Kontrollen klassifiziert werden. Die Sensitivitat
und Spezifitit der Diagnose DAT wurde unter Einbeziehung des Polymorphismus des
LDL-Rezeptors Exon 8 in die Analyse nicht verbessert. Im Gegensatz dazu zeigen je-
doch die Daten, dass das individuelle relative Risiko fiir DAT zunimmt, wenn zumin-
dest eines der beiden Allele, nimlich das Apo-E4-Allel oder LDL-Rezeptor-Allel Thr
des Exon 8 vorhanden ist. Der pradiktive Wert des Apo-E-Polymorphismus alleine oder
zusammen mit anderen in dieser Studie beobachteten Polymorphismen bleibt jedoch
immer noch limitiert und stellt kein ausreichendes diagnostisches Kriterium dar.

Ebenso wird in der Literatur die Giiltigkeit der Assoziation zwischen dem Apo-E4-Allel
und der DAT fiir verschiedene ethnische Gruppen in Frage gestellt. So konnte zwar eine
solche Assoziation bei schwarzen Amerikanern nachgewiesen werden (Hendrie et al.,
1995), in einer afrikanischen Population war dies jedoch nicht der Fall (Osuntokun et
al., 1995).

Beziiglich des Erkrankungsalters tragen jiingere Alterskohorten ein hoheres Erkran-
kungsrisiko, wohingegen Alterskohorten z.B. iiber 80 Jahren ein niedrigeres relatives
Risiko aufweisen (Corder et al., 1994; Frisoni et al., 1998). Insgesamt setzt nach derzei-
tigem Stand der Untersuchungen das Apo-E4-Allel das Ersterkrankungsalter herab
(Benjamin et al., 1996), wobei ein maximaler Effekt des Apo-E4-Allels bis zum 70.
Lebensjahr zu bestehen scheint, das allgemeine Erkrankungsrisiko wird jedoch weniger
beeinflusst (Blacker et al., 1997).

Ausgehend von dem Befund, dass das Apo-E4-Allel einen Risikofaktor fiir die Ent-
wicklung einer sporadischen DAT darstellt, sowie von der Beobachtung, dass auch bei
diesen sporadischen Féllen eine familidre Haufung auftritt, stellt sich die Frage, ob nicht
das Apo-E4-Allel als priadiktiver Faktor fiir diese familidre Belastung anzusehen ist.

Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass das Apo-E4-Allel lediglich bei einem Teil

44



4. Diskussion

der untersuchten Populationen die familidre Hiufung der DAT zu erkldren vermag. So-
mit muss von der Existenz weiterer, moglicherweise ergdnzender Faktoren ausgegangen
werden (Farrer et al., 1995; Houlden et al.,1994; Li et al., 1996; Martinez et al., 1998).
Neben dem Alter als wichtigstem Risikofaktor, sind die familidre Belastung mit DAT
und das Apo-E4-Allel die wichtigsten Pridiktoren fiir die Entwicklung einer DAT
(Duara et al., 1996). Dabei addieren sich beide Pradiktoren, was das Erkrankungsalter
betrifft, hinsichtlich des Erkrankungsrisikos per se ist dies jedoch nicht der Fall (Jarvik
et al., 1996).

Demgegeniiber stehen einige Untersuchungen, die bei der familidren, frith beginnenden
Form der DAT keinen Einfluss des Apo-E4-Allels auf das Erkrankungsalter bzw. auf
das Erkrankungsrisiko nachweisen konnten (Van Broeckhoven et al., 1994; Houlden et
al., 1999). In einer anderen Studie wurden allerdings erhohte Allelfrequenzen des Apo-
E4-Allels gefunden, die aber aufgrund der kleinen Zahl der Probanden in der Stichprobe
nicht signifikant waren (Yu et al., 1994).

Beziiglich der Pathogenese der DAT ist die Rolle des Apolipoprotein-E-Allels und sei-
nes Genproduktes Apolipoprotein E noch ungeklért. Fiir die Entwicklung einer DAT ist
das Vorhandensein des Apo-E4-Allel weder notwendig noch ausreichend, so dass wei-
tere genetische Faktoren in die Krankheitsentstehung involviert sein miissen. Es gibt
weiterhin Hinweise darauf, dass Apolipoproteine an der B-Amyloid-Ablagerung betei-
ligt sind, und sich verschiedene Apoliproteine in ihrer Wirkung hierbei untereinander
vertreten konnen (Harr et al., 1996). Daher liegt die Untersuchung anderer Apolipopro-

tein-Gene nahe, welche auch in dieser Studie durchgefiihrt wurde.

45



4. Diskussion

4.2  Apolipoprotein CI als potentieller Suszeptibilitatsmarker

Von besonderem Interesse sind dabei die Gene fiir die Apolipoproteine CI und CII, de-
ren Genloci in unmittelbarer Néhe des Apo-E4-Genes auf Chromosom 19 liegen. Einige
Untersuchungen konnten eine deutliche Assoziation zwischen der DAT und einem Po-
lymorphismus im Apo-CI-Genlocus nachweisen (Drigalenko et al., 1998; Poduslo et al.,
1998; Ki et al., 2002), wohingegen die Assoziation mit anderen benachbarten Genorten,
wie Apo CII und D19S178 nur schwache Assoziationen mit der DAT, andere Gene
tiberhaupt keine zeigten (Poduslo et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit war die Al-
lelfrequenz des Apo-CI-Allels A, bei DAT-Patienten signifikant erhoht. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die Anwesenheit dieses Allels eine deutliche Assoziation mit dem
Apo-E4-Allel aufweist. Die Frequenz des Apo-CI-Allels A; bei den DAT-Patienten war
hier der Allelfrequenz von Apo E4 dhnlich (0,36 bei Apo CI A2, 0,32 bei Apo E4). Eine
enge Verkniipfung der beiden Allele wurde auch von anderen Untersuchern gefunden
(Poduslo et al., 1995; Kamino et al., 1996; Lauer et al., 1998). Bis jetzt ist die exakte
Funktion des Apo CI unklar, insbesondere, ob es eine direkte oder indirekte Rolle bei
der Pathogenese der DAT spielt. Klar ist, dass Apo CI die Bindung des Apo E an das
LDL-Rezeptor assoziierte Protein verhindert (Weisgraber et al, 1990), das an der De-
gradation des B-Amyloid Prikursor Proteins beteiligt ist (Kounnas et al., 1995). Insge-
samt wird in der Literatur ein Linkage-Disequelibrium zwischen dem Apo-CI-Poly-
morphismus und dem Apo-E4-Allel angenommen (Yu et al. 1994; Poduslo et al., 1995;
Tysoe et al., 1998). Ein weiteres, in der Literatur behandeltes Apolipoprotein ist das A-
IV, das als Bestandteil der Plasmalipide in den Metabolismus des Zentralen Nerven-
systems involviert scheint. Czaszar et al. (1997) konnten zeigen, dass zumindest in der
von ihnen untersuchten Population ein hdufiger Polymorphismus des Apo-A-IV-Gens
signifikant mit der DAT assoziiert ist, so dass hier ein weiterer Suszeptibilitdtsmarker

fiir die DAT vorliegen konnte.
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4.3 a;-Antichymotrypsin als Kandidatengen fiir die DAT

Ein weiteres untersuchtes Gen ist das des Proteaseinhibitors o;-Antichymotrypsin
(ACT), der in den Amyloidplaques vermehrt auftritt und, wie Apolipoprotein E eine
hohe Affinitdt zum B-Amyloid aufweist. Eventuell ist a;-ACT auch bei der Polymerisa-
tion des B-Amyloids beteiligt. Weiterhin sollen die Serumkonzentrationen von a,;-Anti-
chymotrypsin bei Patienten mit DAT und deren Angehorigen 1. Grades erhdht sein
(Altstiel et al., 1995; Gabriel et al., 1998).

Im Gegensatz zu einer fritheren Studie mit kleinerer Fallzahl (Thome et al. 1995), war
in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Unterschied zwischen den Allelefrequen-
zen bei DAT-Patienten und Kontrollen zu verzeichnen. Die pathogenetische Rolle des
a-Antichymotrypsin ist noch umstritten. Kamboh et al. (1995) konnten fiir einen Poly-
morphismus des a;-Antichymotrypsin-Gens, genauer gesagt eines Signalpeptids in die-
sem Gen, ein signifikant erhohtes Erkrankungsrisiko fiir die DAT nachweisen. Ausser-
dem wurde ein Einfluss auf den Gendosiseffekt des hetero- oder homozygot vorliegen-
den Apo-E4-Allels postuliert, insbesondere ein additiver Effekt des o;-ACT A/A-Ge-
notyps und des Apo-E 4/4-Genotyps (Kamboh et al., 1995; DeKosky et al., 1996).
Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit wie auch durch zahlreiche andere
Forschungsgruppen (Thome et al., 1995; Haines et al., 1996; Miiller et al., 1996; Mura-
matsu et al., 1996; Nacmias et al., 1996; Didierjean et al., 1997; Fallin et al., 1997;
Murphy et al., 1997; Tysoe et al., 1997; Durany et al., 1998; Lamb et al., 1998; Durany
et al., 1999) nicht bestitigt werden. Die Allelfrequenzen stimmten in der vorliegenden
Arbeit (A: 0,52; T: 0,48) mit den von Kamboh gefundenen Werten (A: 0,51; T: 0,49)
fast exakt iiberein. In Bezug auf a,-ACT gibt es auch Hinweise, dass das Erkrankungs-
alter durch den a;-ACT-A/A-Genotyp herabgesetzt werden konnte (Talbot et al., 1996).
Auf der anderen Seite wurde in einer japanischen Population eine Erhohung des a;-
ACT-Allels A lediglich bei Patienten mit fehlendem Apo-E4-Allel gefunden
(Muramatsu et al., 1996). Insgesamt gibt es zwar Hinweise darauf, dass sowohl a;-ACT
als auch Apo E in die Pathogenese der DAT involviert sind, die Daten der vorliegenden
Arbeit ergeben jedoch keinen Anhalt fiir eine wesentliche Beeinflussung des Risikos fiir
DAT durch a,-ACT, weder alleine noch in Kombination mit dem Apo-E-Polymorphis-

mus.
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4.4 Das LDL-Rezeptor-Gen und mogliche Assoziation der
DAT mit dem Fettstoffwechsel

In der vorliegenden Arbeit wurden ferner zwei Polymorphismen in den Exons 8 und 13
des Low-Density Lipoprotein-Rezeptor-Gens untersucht, das auch im ZNS exprimiert
wird und als Rezeptor des Apolipoprotein E fungiert.

Hinsichtlich der Relevanz der Untersuchung von Proteinen aus dem Fettstoffwechsel ist
zum einen die physiologische Verkniipfung mit dem bekannten, etablierten Risikofaktor
Apo E4 zu nennen. Auf der anderen Seite konnten in zahlreichen Untersuchungen Ver-
anderungen in der molekularen Dynamik neuronaler und nicht-neuronaler Membranen
beobachtet werden, die sich aus Lipiden und Proteinen zusammensetzen. So konnten bei
der DAT Verdnderungen in Zusammensetzung und Metabolismus von Phospholipiden
und damit strukturelle Verdnderungen an neuronalen Zellmembranen gefunden werden
(Ellison et al., 1987; Nitsch et al., 1992), insbesondere eine Reduktion des Anteils an
Phospholipiden. Als mdgliche Folgen dieser Verdnderungen werden Einfliisse auf die
synaptische Funktion angenommen, ebenso wie auf den Stoffwechsel transmembranaler
Proteine, zu denen auch das Amyloid-Priakursor-Protein, die Pridseniline bzw. Neu-
rotransmitter-Rezeptoren zdhlen. Weiterhin wurde eine Erh6hung der Membranfluiditit
(Hartmann et al., 1994; Roth et al., 1995) beobachtet, welche zu einer Destabilisierung
der gesamten Membran beitragen kann (Ginsberg et al., 1993), wéahrend die Verdnde-
rungen transmembranaler Proteine mit ihren strukturellen Beziehungen zu Proteinen des
Zytoskeletts, wozu beispielsweise auch das Protein Tau gehort, zu weitreichenden Ver-
anderungen in der Zelle mit deutlicher Funktionsbeeintrachtigung fiihren kénnen. Ei-
nige Untersuchungen erwigen auch als Ursache fiir die neurotoxische Wirkung des -
Amyloids die Zerreissung neuronaler Membranen durch Bindung an
Membranphospholipide (McLaurin und Chakrabartty, 1996). Diskutiert wird schlieBlich
auch ein Einfluss auf die Signaltransduktion von transmembranalen Rezeptorproteinen
(Hartmann et al., 1994; Roth et al.,1995). Dies kann letztlich auch Einfluss nehmen auf
die Lebensfahigkeit der Neuronen, deren quantitativ bedeutsamer Untergang ein Krite-

rium u. a. der histologischen Diagnose DAT darstellt.
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Die gefundenen Allelfrequenzen fiir den Polymorphismus im Exon 8 des LDL-Rezep-
torgens mit Aminosdureaustauch 370 Ala — 370 Thr mit dem Verlust der Schnittstelle
fiir das Restriktionsenzym Sul betrugen 0,96 fiir das Alanin-Allel und 0,04 fiir das
Threonin-Allel bei den Kontrollen, was den in der Literatur gefundenden Zahlen (Ala:
0,95; Thr: 0,05; Gudnason et al., 1995) entspricht.

Auch die Allelfrequenzen fiir den Polymorphismus im Exon 13 des LDL-Rezeptors mit
Vorhandensein einer Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Avall (,,+“-Allel: 0,44)
bzw. deren Fehlen (,,-“-Allel: 0,56) in der Kontrollgruppe, entsprachen exakt den Wer-
ten bei Ahn et al. (1994). Die in der vorliegenden Arbeit gefundene hohere Allelfre-
quenz des LDL-Rezeptor-Allels Thr bei DAT-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen
verfehlte knapp das Signifikanzniveau (p = 0,055; Tabelle 3-2). Unter gemeinsamer
Betrachtung mit dem Apo-E-Polymorphismus (s.0.) zeigen jedoch die Daten, dass das
individuelle relative Risiko fiir DAT zunimmt, wenn zumindest eines der beiden Allele
Apo E4 oder das LDL-Rezeptor-Allel Thr des Exon 8 vorhanden ist. Demgegeniiber
zeigte der Polymorphismus des LDL-Rezeptors Exon 13 keinerlei signifikante Unter-
schiede zwischen DAT-Patienten und Kontrollgruppe.

Beziiglich des LDL-Rezeptors ist zu erwéhnen, dal3 Lendon et al. (1997) eine Assozia-
tion nachweisen konnten zwischen einem Polymorphismus im Gen des Low-densitiy
Lipoprotein Receptor-related Protein (sog. LRP-Gen) und der DAT. Zwar lag keine
Signifikanz mehr vor, wenn andere Risikofaktoren wie Apo E4 miteinbezogen wurden,
jedoch muss wohl davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem LRP-Gen-Poly-
morphismus um einen Suszeptibilitdtsmarker fiir die DAT handelt, zumal die Assozia-
tion durch Lambert et al. (1998) nachvollzogen werden konnte.

In diesem Zusammenhang ist in ferner von einer Assoziation zwischen einem Triplet-
Repeat-Polymorphismus im Gen des Very Low Density Lipoprotein-Rezeptors (VLDL-
R) zu berichten, den Okuizumi et al. (1995) erstmals beschrieben. Eine Replikation die-
ses Befundes gelang Nachuntersuchern jedoch nicht (Chung et al., 1996; Pritchard et
al., 1996).
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4.5 Das Lipoproteinlipase-Gen zeigt keine Korrelation zur

DAT

In den oben beschriebenen Zusammenhang zwischen Fettstoffwechsel und der Entste-
hung der DAT ist schlieBlich auch die Untersuchung von zwei Polymorphismen im Gen
der Lipoproteinlipase einzuordnen. Hierbei wire zunédchst der Polymorphismus im
Intron 6 zu nennen, der durch etwaiges Vorhandensein einer Schnittstelle fiir die
Restriktionsendonuklease Pvull charakterisiert ist und bei den Kontrollen mit einer Al-
lelfrequenz von 0,50 fiir das ,,+*“-Allel und dementsprechend ebenfalls 0,50 fiir das ,,-*-
Allel vorkam. Im Vergleich dazu betragen die Werte in der Literatur 0,43 fiir das ,,+*-
Allel und 0,57 fiir das ,,-“-Allel (Peacock et al., 1992).

Weiterhin wurde ein Polymorphismus im Intron 8 des Lipoproteinlipase-Gens (LPL-
Gen) zwischen den Exons 8 und 9 mit einer Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym
HindIII bei dem H2-Allel bzw. deren Fehlen bei dem H1-Allel untersucht. Die gefun-
denen Allelfrequenzen betrugen hierbei 0,68 fiir das H2-Allel und 0,32 fiir das H1-Allel
und waren damit ebenfalls im Bereich der in der Literatur angegebenen Werte (Gotoda
etal., 1992; H2: 0.73; H1: 0,27).

Beide Polymorphismen zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede in den Allelfre-

quenzen von DAT-Patienten und Kontrollpersonen.

4.6 Methodische Schwierigkeiten

Als methodische Schwierigkeit ist in der vorliegenden Arbeit das Fehlen des histo-
pathologischen Nachweises der Diagnose DAT anzufiihren. Daher kann nicht mit Si-
cherheit ausgeschlossen werden, dass einige Fille mit noch nicht ausgeprégter klini-
scher Symptomatik falschlicherweise der Kontrollgruppe zugeordnet wurden. Die Ge-
nauigkeit der klinischen Diagnose DAT unter Verwendung der in dieser Arbeit benutz-
ten Kriterien wurde von Kosunen et al. (1996) mit 90 % angegeben. Jedoch mag die
Moglichkeit der Fehlzuordnung zu unvermeidbaren Fehlern in der statistischen Aus-
wertung flihren.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass sowohl Apo E als auch Apo CI als Hauptrisiko-

faktoren fiir die Entwicklung einer Demenz vom Alzheimer-Typ angesehen werden

50



4. Diskussion

miissen. Dariiber hinaus erfordert diesbeziiglich die mogliche Rolle des LDL-Rezeptor-
Gens weitere klarende Untersuchungen. Insgesamt unterstreichen aber die vorliegenden
Ergebnisse deutlich die Relevanz von Verdnderungen im Lipidfettstoffwechsel fiir die

Pathogenese der DAT.

4.7 Die priadiktive Bedeutung genetischer Marker und
genetischer Risikofaktoren bei der DAT

Im Hinblick auf die DAT als gesellschaftliches Problem muss neben der Entwicklung
von therapeutischen Ansétzen, die derzeit lediglich einen palliativen Charakter haben,
vor allem die Klirung der Atiopathogenese im Vordergrund stehen. Verbunden damit
ist auch die Erfassung von Risikofaktoren, die das Auftreten der Erkrankung insbeson-
dere in Bezug auf das Erkrankungsalter beeinflussen, und deren Kenntnis wiederum
letztlich der Erarbeitung weiterfilhrender Therapiekonzepte dienen kann bzw. einmal
die Friihintervention oder sogar die Prophylaxe fiir die Entwicklung einer DAT ermog-
lichen konnten.

Nach dem momentanen Wissensstand kann als gesichert gelten, dass Individuen mit
DAT-assoziierten Genen (wie z.B. Apo E4) einen fritheren Erkrankungsbeginn haben
als solche, die diese Gene nicht aufweisen. Hingegen scheint der klinische Verlauf der
DAT vom Apo-E4-Genotyp weitestgehend unbeeinflusst zu sein (Farlow et al., 1998;
Macgowan et al, 1998), wobei sich die klinische Symptomatik bei sporadischen und
familidren Formen der DAT kaum unterscheidet (Haupt et al., 1995). Ferner konnte
keine Beziehung zwischen dem Apo-E4-Genotyp und dem Auftreten iiber die Demenz
hinausgehender psychiatrischer Storungen bei DAT-Patienten gefunden werden. Insge-
samt ist die klinische Relevanz genetischer Marker gegenwirtig eher gering, die hohe
Pravalenz gesunder Triger beispielsweise des Apo-E4-Allels spricht gegen eine Ver-
wendung als Pridiktor bzw. diagnostischen Marker beim einzelnen Patienten (Oliveira
et al., 1997). Hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen mit der DAT assoziierten Ge-
nen und dem Therapieerfolg existieren bislang nur wenige Studien, deren Ergebnisse
kontrovers diskutiert werden (Farlow et al., 1998; Macgowan et al., 1998), so dass hier
noch ein Bedarf an Therapiestudien besteht, bei denen beispielsweise der Apo-E4-Ge-

notyp mitgetestet wird. Die Genetik der DAT wird aber in Zukunft eine immer grofere
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Rolle auch in der Erstellung von Risikoprofilen, sowie in Diagnostik und Therapie die-
ser Erkrankung spielen. So wire es, ausgehend von Risikomodellen fiir die DAT in der
Zukunft denkbar, ein Risikoprofil fiir ein Individuum zu erstellen, um daraus evtl. eine
medikamentose Langzeittherapie zur Privention, beispielsweise der Amyloidbildung
und —ablagerung einzuleiten und so den Erkrankungsbeginn zeitlich zu verschieben oder

sogar den Ausbruch der Erkrankung zu verhindern.

4.8 Bedeutung eines Risikomodells fiir die DAT

Die Notwendigkeit der Erstellung von Risikomodellen fiir die Entwicklung einer DAT
ergibt sich aus der Tatsache, dass die Diagnose ,,DAT derzeit erst dann mit hoher
Wahrscheinlichkeit gestellt werden kann, wenn die beobachteten kognitiven Defizite,
wie auch die biologischen Hirnverdnderungen bereits ein Stadium erreicht haben, in
dem sie weitestgehend irreversibel sind. Auch fillt die differentialdiagnostische Zuord-
nung zur DAT gegeniiber anderen Demenzformen wie der vaskuldren Demenz, der
Lewy-Body-Demenz, der frontalen Demenz (Pick) oder der Demenz bei der Creutz-
feldt-Jakob-Erkrankung bei ausgeprigter Symptomatik leichter als bei leichten Demenz-
formen. Ebenso verhilt es sich mit prognostischen Aussagen zum Verlauf der Demenz.
Der klinische Verdacht auf das Vorliegen einer DAT kann letztlich erst durch die
postmortale neuropathologische Untersuchung verifiziert werden. Diese wird in
Deutschland lediglich bei einem kleinen Anteil der an Demenz Erkrankten durchge-
fiihrt. Der neuropathologische Nachweis von Neurofibrillen und Amyloid-Plaques ent-
spricht dabei einer Bestandsaufnahme des Ausmafles von neuronalem Funktionsverlust
und Zelltod. Dieser ist gewissermallen als Endzustand eines Prozesses zu verstehen, bei
dem neurodegenerative Hirnverdnderungen ein Ausmal} erreicht haben, welches die
kognitiven Reserven eines Betroffenen so weit aufgebraucht hat, dass klinische Sym-
ptome auftreten. Dementsprechend setzt derzeit sowohl die diagnostische wie auch the-
rapeutische Intervention erst sehr spit ein. Selbst unter Einsatz einer noch zu entwi-
ckelnden wirksamen Therapie, die das Fortschreiten der Erkrankung aufhilt oder
zumindest verzogert, kime deren Hilfe in vielen Fillen zu spét. Der Sinn eines Risiko-
modells bestiinde also in der Zukunft darin, ein Risikoprofil fiir das Individuum zu

erstellen, mit dessen Hilfe nach Abwégung von Risikofaktoren und evtl. auch Protekti-
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onsfaktoren iiber die Durchfiihrung einer frithzeitigen medikamentdsen Pravention ent-

schieden werden konnte.

4.9 Weitere fur die Entwicklung einer DAT moglicherweise

relevante Gene

Nicht zuletzt, weil es sich bei der DAT offensichtlich um eine multifaktorielle und wohl
auch multigenetische Erkrankung handelt, wurden in den letzten Jahren neben den be-

reits angefiihrten Genen zahlreiche weitere genetische Faktoren untersucht.

4.9.1 Das Prasenilin-1-Gen

So wurde von Wragg et al. (1996) ein Polymorphismus des Introns 3" des Exons 8 des
Prisenilin-1-Gens untersucht. Hierbei wurde ein zweifach erhohtes Risiko homozygoter
Trager des 1-Allels gegeniiber den Heterozygoten bzw. den homozygoten Trigern des
2-Allels, an einer spit beginnenden DAT zu erkranken. Diese Assoziation konnte auch
in anderen Populationen (Higuchi et al., 1996; Kehoe et al., 1996) bestitigt werden.
Allerdings existieren auch andere Studien, die diesen Befund nicht bestdtigen konnten
(Cai et al., 1997, Scott et al., 1997). Daher muss die Bedeutung dieses Polymorphismus

weiter untersucht werden.

4.9.2 Das Amyloid-Precursor-Protein-Gen

Auf dem Chromosom 4 befindet sich das Gen der Non-Ap-Komponente des AD Amy-
loid Precursor Proteins (NACP), das zur Gruppe der Synukleine gehort, bei der Regula-
tion der AB-Bildung beteiligt ist und damit in die Pathogenese der DAT involviert sein
konnte. Allerdings konnte keine erhohte Rate an Mutationen bei DAT-Patienten in die-
sem Gen gefunden werden (Campion et al., 1995). Auch ein weiterer Polymorphismus
im NACP-Gen zeigte keine Assoziation beziiglich eines erhohten Erkrankungsrisikos
fiir die DAT. Allerdings konnte das Allel 2 des NACP-Gens eine protektive Rolle bei
der Pathogenese der DAT spielen, da es bei Apo-E4-positiven, aber gesunden Kontroll-

personen vermehrt nachgewiesen werden konnte (Xia et al., 1996).
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4.9.3 Das Butyrylcholinesterase-Gen

Auf Chromosom 3 befindet sich das Gen fiir die Butyrylcholinesterase, die wahrschein-
lich als Regulator fiir Acetylcholinesterase im ZNS fungiert. Lehman et al. (1997) fan-
den die K-Variante der Butyrylcholinesterase bei Patienten mit sporadischer, spdt be-
ginnender DAT im Vergleich zu Kontrollpersonen der gleichen Altersgruppe gehéuft,
dies jedoch nur bei Trigern des Apo-E4-Allels. Bislang jedoch konnte dieser Befund
von zahlreichen anderen Gruppen (Brindle et al., 1998; Crawford et al., 1998; Hiltunen
et al., 1998; Russ et al., 1998; Singleton et al., 1998) nicht repliziert werden.

4.9.4 Das a,-Makroglobulin-Gen

Weiterhin wurde das Gen des Alpha-2-Makroglobulin untersucht, dessen Genprodukt
ebenso wie das a;-Antichymotrypsin ein Proteaseinhibitor ist mit der Féhigkeit, die neu-
rotoxische Wirkung des B-Amyloid abzumildern. Blacker et al. (1998) konnten eine
deutliche Assoziation zwischen der DAT und einer Deletion im o,-Makroglobulin-Gen

nachweisen. Weitere Replikationen dieses Befundes stehen noch aus.

4.9.5 Das Bleomycin-Hydrolase-Gen

Auf Chromosom 17 ist das Gen fiir die Bleomycin-Hydrolase (BH-PEN) lokalisiert,
welche zu den Cystein-Proteasen zihlt und fiir ihre Fihigkeit bekannt ist, das Zytostati-
kum Bleomycin zu inaktivieren. Montoya et al. (1998) beschrieben einen Poly-
morphismus dieses Gens als Risikofaktor fiir die Entwicklung einer sporadischen DAT.
Replikationsstudien fanden jedoch keine Assoziation zwischen dem Bleomycin-Hydro-
lase-Polymorphismus und DAT (Farrer et al., 1998; Ikeda et al., 1999; Thome et al.,
1999). Vielmehr konnte ein Linkage-Disequilibrium zwischen dem Bleomycin Hydro-
lase-Polymorphismus und einer genetischen Variante des Promotors —491A/T des Apo-

lipoproteins E nachgewiesen werden (Thome et al, 1999).
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4.9.6 Das Stickoxid-Synthase-Gen

Dahiyat et al. (1999) postulierten den Polymorphismus Glu298Asp im Gen der Stick-
oxid-Synthase (NOS3) als potentielles Kandidatengen fiir die Entwicklung einer late-
onset DAT. Dieses Ergebnis konnte allerdings in folgenden Replikationsstudien nicht
nachvollzogen werden (Kunugi et al., 2000; Crawford et al., 2000; Liou et al., 2002;
Tedde et al., 2002). Die mdgliche Rolle des Stickoxids bei der Pathogenese der DAT

muss noch weiter geklart werden.

4.10 Ausblick

Im Hinblick auf die noch unzureichende Datenlage zu den genetischen Ursachen fiir
DAT und deren Bedeutung fiir die Pathogenese der Erkrankung erscheint die Durchfiih-
rung von kompletten Genom-Untersuchungen sinnvoll, um bestehende Liicken zu
schlieBen. Bislang beschiftigten sich erst wenige Arbeitsgruppen mit kompletten Ge-
nom-Untersuchungen (Pericak-Vance et al., 1997; Zubenko et al., 1998). Dennoch
wurde bereits der Genort des Apo E auf Chromosom 19 positiv mit der DAT assoziiert.
Dariiber hinaus wurde von weiteren positiven Befunden auf den Chromosomen 1, 10,
12 und X berichtet. Welche funktionellen Verdnderungen damit verbunden sind und
welche Rolle sie in der Pathogenese spielen, bleibt Gegenstand weiterer intensiver For-

schungsbemiihungen.
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5. Zusammenfassung

Seit ihrer Entdeckung 1907 ist die Demenz vom Alzheimer Typ (DAT) vor allem in den
demographisch iiberalternden westlichen Industrienationen, zu einem gesellschaftlich
duBerst relevanten Problem geworden. Abgesehen vom Lebensalter zdhlen genetische
Faktoren zu den Hauptrisikofaktoren. Neben den gut untersuchten krankheitsrelevanten
Genen fiir die DAT in hochbelasteten Familien, konnte das Apolipoprotein-E4-Allel auf
Chromosom 19 als genetischer Risikofaktor sowohl fiir die familidre wie fiir auch die
sporadische Form der DAT identifiziert werden. Das Vorhandensein des Apo-E4-Allels
ist jedoch weder notwendig noch ausreichend fiir die Entwicklung einer DAT. Es muss
also von der Existenz weiterer, moglicherweise ergénzender Faktoren ausgegangen wer-
den. Nahe liegend erscheint eine Assoziation mit weiteren Genen, die fiir Proteine aus
dem Fettstoffwechsel codieren.

Bei 63 Patienten mit DAT (entsprechend den NINCDS-ADRDA- und ICD 10-Krite-
rien) und 162 nicht-dementen psychiatrischen Patienten (insgesamt 143 Frauen und 82
Minnern, also 225 Probanden) wurden die Gene fiir Apolipoprotein E (Apo E), Apoli-
poprotein CI (Apo CI), a;-Antichymtrypsin (ACT), Low-density Lipoprotein Rezeptor
Exon 8 und 13 (8-LDL und 13-LDL) und die Lipoproteinlipase Intron 6 und 8 (Pvull-
Lip und HindlI-Lip) nach PCR-Amplifikation, Enzymrestriktion und elektrophoreti-
scher Auftrennung auf Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen untersucht.

Das Apo-E-Allel 4, mittlerweile als Risikofaktor fiir die DAT etabliert, und das Apo-
CI-Allel A2 zeigten sich in der Indexgruppe signifikant erh6ht. In Bezug auf den Poly-
morphismus im Exon 8 des LDL-Rezeptors (Alanin/Threonin) ergab sich ebenfalls der
Trend einer Pradominanz des Thr-Allels in der Indexgruppe. Die Verteilung der Poly-
morphismen von ACT und Lipoproteinlipase war in beiden beobachteten Gruppen &hn-
lich.

Aus den vorliegenden Daten geht hervor, dass der Polymorphismus des Apo E4 als
Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung einer sporadischen DAT angesehen werden kann
und auch Apo CI moglicherweise einen Suszeptibilitdtsmarker darstellt, der in der Pa-
thogenese der DAT durch die Verhinderung der Bindung von Apo E4 an das LDL-asso-
ziierte Protein moglicherweise eine wichtige Rolle spielt. Dariiber hinaus ergibt sich aus

der vorliegenden Studie ein Hinweis auf eine mogliche Rolle des LDL-Rezeptorgens.
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5. Zusammenfassung

Weiterfiihrende Untersuchungen mit gréeren Stichproben erscheinen jedoch dringend
erforderlich. Insgesamt sprechen die Ergebnisse dafiir, dass der Lipidstoffwechsel in der
Pathogenese der sporadischen DAT von erheblicher Bedeutung ist.

Als methodisches Problem der vorliegenden Arbeit muss das Fehlen des histopathologi-
schen Nachweises der Diagnose DAT genannt werden. Somit ist nicht auszuschlieBen,
dass einige Fille mit noch nicht ausgepriagter Symptomatik féalschlicherweise der Kon-
trollgruppe zugeordnet wurden.

Im Hinblick auf die DAT als gesellschaftliches Problem muss neben der Entwicklung
von therapeutischen Ansétzen, die derzeit lediglich einen palliativen Charakter haben,
vor allem die Klirung der Atiopathogenese im Vordergrund stehen. Verbunden damit
ist aber auch die Erfassung von Risikofaktoren, die das Auftreten der Erkrankung bzw.
das Ersterkrankungsalter beeinflussen. Erkenntnisse hierzu kénnten wiederum letztlich
der Erarbeitung weiterfiihrender Therapiekonzepte und der Entwicklung von Praventi-
onsmafinahmen dienen.

Dabei konnte der Genetik eine wichtige Rolle hinsichtlich der Erstellung von Risikopro-
filen zukommen. So wire es, ausgehend von einem Risikomodell fiir die DAT vorstell-
bar, ein Risikoprofil fiir ein Individuum zu erstellen, um daraus die Notwendigkeit einer
frithzeitigen medikamentdsen Therapie zur Hemmung der Amyloidbildung als Praventi-
onsmafinahme abzuleiten und den Erkrankungsbeginn dadurch hinauszuschieben.

Auf dem Weg dorthin erscheint die Erstellung von Risikomodellen fiir die Entwicklung
einer DAT dringlich. Einerseits konnte dadurch die Diagnostik verbessert werden, wel-
che derzeit entweder klinisch oder durch neuropathologische post mortem Untersuchun-
gen erfolgt. Die klinische Diagnose birgt dabei das Risiko von Fehldiagnosen oder auch
verspéteter Diagnosestellung. Andererseits konnte die differentialdiagnostische Abgren-
zung gegeniiber anderen Demenzformen verbessert werden.

Zur Erweiterung der Kenntnisse um die Genetik der Demenz vom Alzheimer Typ er-
scheinen, neben der Abklarung bekannter Suszeptibilitdtsgene durch Studien mit gro3en
Fallzahlen, v. a. komplette Genomuntersuchungen sinnvoll, da so weitere, die Entwick-

lung der DAT beeinflussende Gene identifiziert werden konnten.
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