Aus der
Klinik und Poliklinik fur Psychiatrie und Psychotherapie

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Vorstand: Prof. Dr. med. P. Falkai

Einfluss genetischer Variationen RNA-bindender Proteine auf die Alzheimer

Demenz und relevante kognitive Endophanotypen

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Humanbiologie
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Midnchen

vorgelegt von

Barbara Plagg

aus

Brixen

2016



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitat Minchen

Berichterstatter: Prof. Dr. med. Dan Rujescu

Mitberichterstatter: Priv. Doz. Dr. Christof Haffner
Priv. Doz. Dr. Sven Lammich
Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter: Dr. rer. biol. hum. Annette Hartmann

Dekan: Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel

Tag der mundlichen Prifung: 01.02.2016



Lia, Waldtraud und J6érg gewidmet



Inhaltsverzeichnis

1 ZusammenfassuUNng ... ... 1
2 EINleitUNG. ... 3
2.1 Definition der Alzheimer Demenz ........ ..o 3
2.2 Historische Aspekte der Alzheimer Demenz ...........cccooiiiiiiiiiiiiii i, 3
2.3 EPIdemiologie ...c.oiei i 7
2.4 Klassifikation demenzieller Erkrankungen...........coooviviii i e e, 8
2.4.1 Primare und sekundare Demenzen .............cooiiiiiiiiii i, 8

2.4.2 Kortikale, subkortikale und frontale Demenzen................cccoveun.... 10

2.5 Histologische Einteilung primar degenerativer Demenzen ........................ 11

2.6 Demenz bei Morbus Alzheimer ... ... 12

2.6.1 DiagnoSeKIiterien ..o 13

2.6, 2 Verlauf . 17

2.6.3 RiSIKOfaKtoren. ... ..o 18

2.6.4 Pathologie der Alzheimer Demenz.............ccovviiiiii i i 19

2.6.4.1 Hypothesen.......coovii i 20

2.6.4.2 Makroskopische Veranderungen..............cocooviviinnnn. 20

2.6.4.3 Neurofibrillen...........oo 21

2.6.4.4 Amyloide Plaques.........ccocviiiiiiiiic e 23

2.6.4.5 Synapsenveriust........coooiiiii 27

2.6.4.6 Neuronenverlust......... ..o 28

2.6.4.7 Immunologische Faktoren der Alzheimer Demenz ......... 30

2.6.4.8 Oxidativer Stress und mitochondriale Dysfunktion............ 31

2.6.4.9 Vaskulare Komponenten der Alzheimer Demenz............... 33

2.7 Genetik der Alzheimer Demenz....... ..., 34

2.7.1 Familidre Form der Alzheimer Demenz................cooiiviiiiiiiinnnn. 35

2.7.1.1 Prasenilin-1 und Prasenilin-2..................o 35

2.7.1.2 Amyloid Precursor Protein...........c.oooovvi i 37

2.7.2 Sporadische Form der Alzheimer Demenz................cccooviiiinann.n. 39

2.7.2.1 Aktuelle Suszeptibilitatsgene...........ccccvvviiiiiiiiinnn. 39

2.8 RNA-bindende Proteine. ... ... 42

2 TS 0] 1= T 1 T o 44

2.9.1 SPIBIROSOM. ...t 46

2.9.2 EXONErKENNUNG. ..ot e e 47

2 A0 HNRIN S . e 48

2.10.1 Struktur und Einteilung der hnRNPS........cccoiiiiiiiiie, 49

2.10.2 RNA-BIiNduNgsSdOmMaNnEeN........c.cvii i e e ee e 51



2.10.3 ShUttling. ... 52

2104 HNRNPAZB ..o e 52

2105 HNRNPHS . ..o 55

2.10.6 PCBP 2. .. 55

2 ELAV LA . 56
B Fragestellung...... ... 60
4 Material und Methoden........... ... 62
4.1 Studienmodalitaten. ... ... ... 62
4.2 VOorbedinQUNGEN. ... e 62
4.2.1 Alzheimer Patienten........ ... 63

4.2.2 Kontrollprobanden..........cooi i e 64

4.3 Neuropsychologische Untersuchung............c.cooiiiiiiiiii i 64
4.3.1 Mini Mental State Examination..................... 65

4.3.2 CERAD. . ... 66

4.4 Laborverfahren...... ..o 69
4.4.1 Gewinnung des Genmaterials...................ccoviiiiiiiiiviviccceiee e, 69
4.4.1.1 DNA-Extraktion.........c.oooiiiii 69

4.4.1.2 Bestimmung und Einstellung der DNA-Konzentration........ 70

4.4.2 GeNOtYPISIEIUNG. . ..viei i e e e e e e e 71
4.4.2.1 Bestimmung der APOE Epsilon Allele...........cccccevvvvvevninnnns 72

4.4.2.2 SNP Auswahl und Assay Design............cccccveiieevevinnnnn, 72

4.4.2.3 Das iPLEX-Verfahren.............ooooi 74

4424 nitiale PCR.....cooi 75

4.4.2.5 Dephosphorylierung.........ccovoeiii i, 77

4.4.2.6 iPLEX-Primerextensionsreaktion..................cccccoeee. 79

4.4.2.7 Entsalzung der Reaktionsprodukte................ccccccvvvnnnnn.. 81

4.4.2.8 Messung im MALDI-TOF ..., 82

4.4.2.9 Qualitatskontrolle der Genotypisierung..........cccccccccuvueennes 83

4.5 Statistische Methoden........ ..o e 84
B ErgebNISS . ... 86
5.1 Gesamtstichprobenanalyse..........ccoooiiiiiiiiii i 86
5.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.............cco i e, 89
5.3 GenotypverteiluNg. ... ..oviii i 92

5.4 Einzel-SNP-Analyse im Hinblick auf eine Assoziation mit der
AlZheimer DEMENZ. ... .. 95
5.4.1 Allel- und Genotypverteilung in der Gruppe der

Alzheimerpatienten. .. ... 95



5.4.2 Allel- und Genotypverteilung in der EOAD-

0o @ 7N I €] o o = Y 98

5.5 Assoziation der Polymorphismen mit Subtests der CERAD

und dem MM SE ... 102
B D T MM S . . e 103
5.5.2 Boston Naming Test (CERAD).......ccuiiiiiiiiicicieeeiecee e 104
5.5.3 Wortliste Gedachtnis (CERAD).......c.ccoiiiiiiiiiiici e, 107
5.5.4 Wortliste abrufen (CERAD).........ccoiiiiii e 109
5.5.5 Wortliste erkennen (CERAD).......cciiiiiiiii e 111

5.6 HaplotypanalySe. .....o.oviiii i e 113

5.6.1 Haplotypverteilungsanalyse auf eine Assoziation mit der
Alzheimer DEMENZ. .. ... 114

5.6.2 Assoziation der Haplotypverteilung mit Subtests der CERAD

und dem MIMSE ..., 117

5.6.2.1 HNRNPAZB ... 117

5.6.2.2 ELAVLA. ..o 118

5.6.2.3 PCBP 2. ... 119

B DiSKUSSION. ... 120
6.1 HNRN P A 2B ..o e aee e 120
8.2 HNRN PHS . .. e 124
8.3 P OB P 2. .. 125
8.4 EL AV LA ... 128
6.5. Inhaltliche Interpretation der Ergebnisse...........ccocoviiiiiiiiiiiiiiicicieen 130
6.6 Diskussion der Methoden.......... ... 132
6.6.1 Diagnoseverfahren und Einschlusskriterien...................... ......... 132

6.6.2 Ethnische Abstammung............ooi i 133

6.6.3 Studiendesign. ..o 134

B.7 AUSDIICK. ..o 136
7 AbKUrzungsverzeiChnis. ... 138
8 Literaturverzeichnis ... ... 141

O DaANKSAQUING . ...ttt 172



1 Zusammenfassung

Die Alzheimer Demenz (AD) ist eine degenerative zerebrale Erkrankung, die klinisch
durch den gravierenden Verlust vielfaltiger kognitiver Fahigkeiten gekennzeichnet ist.
Ein geringer Prozentsatz (<5%) der familiaren AD kann auf monogenetisch bedingte
Mutationen, die autosomal-dominant vererbt werden, zurickgefuhrt werden. Fur den
Uberwiegenden Teil der sporadisch auftretenden AD ist die multifaktorielle
Atiopathogenese weitgehend unbekannt, wobei eine genetische Vulnerabilitat als
risikomodulierender Faktor den Ausbruch der Erkrankung begulnstigt. Bislang wurden
einzelne chromosomale Loci mit moderaten Beitrdgen zur phanotypischen

Auspragung der Erkrankung identifiziert.

RNA-bindende Proteine (RBPs) verantworten die korrekte RNA-Prozessierung und
gewahrleisten damit eine funktional richtig verlaufende Genexpression. Mutationen in
RBPs flhren zu einer Reihe von schwerwiegenden, vorwiegend neurologischen
Erkrankungen. Mit zunehmenden Verstandnis von Funktion und Struktur der RBPs
verdichten sich die Hinweise auf eine Beteiligung an der AD-Auspragung: einzelne
RBPs konnten wursachlich mit neurodegenerativen Erkrankungen bzw. der
frontotemporalen Lobardegeneration in Verbindung gebracht werden.

In der vorliegenden Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurde der Zusammenhang
zwischen 19 Polymorphismen von vier Genen, die fur RNA-bindende Proteine
codieren (HNRNPA2B1, HNRNPH3, PCBP2 und ELAVL4) und der AD an 323 AD-
Patienten und 677 gesunden Kontrollprobanden untersucht. Die Diagnose einer AD
erfolgte nach den NINCDS-ADRDA Kriterien. Eine Unterteilung der Patienten in
EOAD (Early-Onset Alzheimer's Disease) bzw. LOAD (Late-Onset Alzheimer's
Disease) erfolgte im Sinne einer homogeneren Subgruppierung und sollte eine
aussagekraftigere Assoziation der genetischen Vulnerabilitdtsmarker erméglichen. In
die Kontrollgruppe wurden ausschliellich gesunde Probanden ohne dementielle
Erkrankungen in der Familie eingeschlossen. Neben einer grundsatzlichen
Assoziation mit AD wurde weiterhin der Zusammenhang zwischen den 19
Polymorphismen und der individuellen Gedachtnisleistung als intermediarer
Phanotyp untersucht. Die Gedachtnisleistung wurde mittels standardisierter Tests

erhoben.



Die 19 SNPs (rs4412638, rs12024093, rs12043872, rs3009113, rs913858,
rs12113404, rs12672536, rs4722589, rs10998072, rs10998076, rs1162757,
rs16925347, rs1162756, rs1683152, rs784566, rs11170562, rs784563, rs2249381,
rs1716966) wurden  mittels  iPLEX-Verfahren  genotypisiert und  die

massenspezifischen Produkte im MALDI-TOF Massenspektrometer ausgewertet.

Signifikante Assoziationen konnten dabei insbesondere zwischen den drei Genen
HNRNPA2B1, PCBP2, ELAVL4 und der Alzheimer Demenz, sowie der
Gedachtnisleistung festgestellt werden. Auf diesen drei Genen zeigten sich flnf
Marker mit dem Phanotyp AD bzw. insbesondere mit der EOAD assoziierbar: Auf
ELAVL4 lieRen sich rs3009113 und rs12024093 in der Patienten-Gesamtgruppe,
sowie im EOAD-Kollektiv mit AD assoziieren; auf PCBP2 waren rs784563 und
rs2249381 in der Gesamtgruppe der Patienten auffallig; auf HNRNPA2B1 lie sich
rs4722589 mit EOAD assoziieren.

Diese und weitere Polymorphismen der angefiihrten drei Gene konnten sowohl in der
EOAD- als auch in der LOAD-Gruppe mit Gedachtnisleistungen assoziiert werden. In

der Haplotypanalyse lieRen sich diese Befunde grundsatzlich bestatigen.

Zusammenfassend lassen die Resultate der vorliegenden Untersuchung einen
Zusammenhang zwischen drei der untersuchten RBPs (HNRNPA2B1, PCBP2 und
ELAVL4) und dem Phanotyp Alzheimer Demenz, sowie dem intermediaren Phanotyp
Gedachtnisleistung vermuten. Da Uber Funktion und Struktur der RBPs gegenwartig
noch relativ wenig bekannt ist und bislang keine vergleichbaren Referenzstudien
bezlglich Alzheimer vorhanden sind, ist weiterflhrende Forschungsarbeit zur
abschliellenden Interpretation der Ergebnisse notwendig. Aufgrund der bis dato
vorliegenden Ergebnisse stellen RNA-bindende Proteine insgesamt einen

interessanten Kandidaten fur die Alzheimerforschung dar.



2 Einleitung

2.1 Definition der Alzheimer Demenz

Die Alzheimer Demenz (AD) ist eine primar degenerative, zerebrale Erkrankung, die
klinisch durch den gravierenden Verlust Vvielfaltiger kognitiver Fahigkeiten
gekennzeichnet ist. Bei bislang unbekannter Atiologie zeichnet sich die AD durch
charakteristische neuropathologische und neurochemische Merkmale aus. Als Folge
der chronisch progredienten Neurodegeneration des Gehirns, geht mit dem
Fortschreiten der AD eine massive Stérung hoherer kortikaler Funktionen einher.
Diese inkludiert insbesondere Gedachtnisleistungen, Orientierung, Denk- und
Urteilsvermdgen, Lernfahigkeit und Sprache. Die kognitiven Einschrankungen
verursachen eine signifikante Beeintrachtigung und treten nicht als Teil einer
qualitativen Bewusstseinsstérung auf.

Eine Differenzierung der AD kann aufgrund ihres Beginns in eine frihe (<65 Jahre,
EOAD = early-onset Alzheimer’s Disease) und spate (>65 Jahre, LOAD = /ate-onset

Alzheimer’s Disease) Form erfolgen.
2.2 Historische Aspekte der Alzheimer Demenz

Obwonhl die Alzheimer Demenz auf eine verhaltnismalig junge Geschichte in der
Medizin zurtickblicken kann, lasst sich das medizinische Konzept der Demenz bereits
in den Uberlieferten Schriften der Antike finden. Im 1. Jhd. v. Chr stellte der rémische
Philosoph Lukretius in seinem Werk De rerum natura fest, dass die Seele in einem
Wechselspiel mit dem Koérper steht und das Alter eine geistige Schwache mit sich
bringen kann. Der von ihm verwendete Begriff ,Dementia“ beschreibt ganz allgemein
einen Zustand geistiger Verwirrung und Torheit (de mens: ohne Verstand), allerdings
noch vollig ohne Bezug auf die spater danach benannten Erkrankungen (Berrios,
1987). Etwa zwei Jahrhunderte nach Lukretius naherte sich der griechische
Mediziner Galen den Gedachtnisstorungen im Alter aus naturwissenschaftlicher Sicht
an und fasste sie unter dem Begriff ,Morosis“ zusammen. Nach der in der Antike
geltenden Humoralpathologie erklarte Galen den Verlust kognitiver Fahigkeiten mit

dem Ungleichgewicht der Korpersafte. Galen selbst, dessen Werk bis durch das



Mittelalter hindurch unangefochten blieb, beschrieb zwar die Kernsymptome der
Demenz, verstand diese aber tendenziell als Bestandteil des natirlichen
Altersprozesses (Berrios, 1987). Noch um 1600 flhrten Mediziner wie Aurelio
Anselmo Demenzerkrankungen im Alter auf einen pathologischen Zustand von Kalte
zuruck, der u.a. durch kalte Nahrungsmittel oder kalte Umgebung bedingt war
(Anselmo, 1606).

Grundsatzlich finden sich in der vorindustriellen geriatrischen Literatur
gegensatzliche Stromungen: einerseits wurden demenzielle Symptome als natlrliche
Alterserscheinung begriffen, andererseits als autarkes Krankheitsbild - zumal es
offensichtlich nicht jeden betraf.

Der franzdsische Arzt Philippe Pinel fihrte mit seinem Traité médico-philosophique
schliel3lich den bis dahin sporadisch fur jede Form von geistiger Abnormitat
verwendeten Begriff démance in die damals junge Psychiatrietradition ein. Pinel
verstand die démance als Abolition des Denkvermogens (Pinel, 1801); sein Schuler
Jean-Etienne Esquirol unterteilte diese weiter in chronische, akute und senile
Demenz und leistete damit Pionierarbeit in der Klassifizierung der
Demenzerkrankungen (Esquirol, 1838). Esquirol definierte die senile Demenz
erstmals als erworbene, zerebrale Erkrankung.

Um die Jahrhundertwende ermdglichten und erleichterten neue histologische
Verfahren den bis dato schwer zu erbringenden Nachweis neuropathologischer
Grundlagen psychiatrischer Erkrankungen. Kraepelin und Alzheimer - wenngleich
nicht die einzigen - schafften so mit ihrer Arbeit schlieBlich die Grundlagen der
heutigen Demenzforschung: Kraepelin klassifizierte die Demenzerkrankungen
systematisch und nannte die prasenil auftretende Form des ,Altersblédsinns® nach
seinem Schiuler Alois Alzheimer die Alzheimersche Erkrankung (Kraepelin, 1910).
Alzheimer, tatig am Munchner Klinikum, war 1906 durch eine post mortem Obduktion
im Gehirn seiner bekannten Patientin Auguste Deter nicht nur auf eine Atrophie der
Hirnrinde, sondern auch auf fibrillare Ablagerungen gesto3en. Alzheimer war
Uberzeugt, ein neues und von der senilen Demenz distinktes Krankheitsbild entdeckt
zu haben, da Auguste Deter erst 56 Jahre war. Neben Alzheimer waren etwa
zeitgleich und sogar noch friher durchaus auch andere Forscher auf die von
Alzheimer beschriebenen Ablagerungen gestof3en: rund 20 Jahre vor Alzheimer
stielen Gheorghe Marinescu und Paul Oscar Blocq auf senile Plaques im Cortex und

beschrieben diese in ihnrem Atlas der pathologischen Histologie des Nervensystems
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(Blocq et al., 1892); Emil Redlich nannte diese Ablagerungen bei seniler Demenz
etwa sechs Jahre spater ,miliare Sklerose® und hielt diese Veranderungen fir
eigenartig gewucherte Gliazellen (Redlich, 1898). Fischer fand dieselben ,Herdchen®
in 12 von 16 Patienten mit seniler Demenz, hielt diese allerdings nicht fur Gliazellen
und nannte sie in Anlehnung an die histologisch ahnlich aussehende Aktinomykose
anfangs ,drusige Nekrosen® (Fischer, 1907; Abbildung 2.1). In weiterer
Forschungsarbeit beschrieb Fischer neben den Plaques auch die Neurofibrillen und

identifizierte acht verschieden morphologische Stadien der Plaques (Fischer, 1910).

Abbildung 2.1: Fischers Skizzen zu den neuritischen Plaques, die er post mortem vorwiegend im
frontalen und temporalen Bereich der grauen Substanz, in geringem Male auch im Thalamus,
Striatum und Cerebellum seiner Patienten mit seniler Demenz gefunden hatte (Fischer, 1907).

Bielschowski veroffentlichte 1911 seine histopathologischen Studien zur Alzheimer
Demenz (Bielschowsky, 1911) und die Italiener Bonfiglio (Bonfiglio, 1908), Perusini
(Perusini, 1909) und Sarteschi (Sarteschi, 1909) trugen mit ihren
Patientenbeschreibungen weiterhin wesentliche Informationen Uber die Klinik und
Anatomie der Erkrankung zusammen. Neben den europaischen Wissenschaftlern ist
der Amerikaner Solomon Carter Fuller zu nennen, der eine frihe Studie Uber die
Plaques verfasste (Fuller, 1911). Das beginnende 20. Jahrhundert schaffte mit einer
Reihe ambitionierter Wissenschaftler die Grundlage fir die heutige

Demenzforschung.



1911 war sich Alzheimer durch die Befunde seiner Kollegen nicht mehr sicher,
inwiefern die prasenile Form der Demenz histopathologisch von der senilen Form zu
unterscheiden war (Alzheimer, 1911). Tatsachlich blieb die Unterscheidung zwischen
praseniler und seniler Demenz lange Zeit Gegenstand von Kontroversen. Aufgrund
mangelnder symptomatischer und neurobiologischer Unterschiede zwischen den
beiden Formen bezeichnet der Begriff ,Alzheimer Demenz® seit Ende der siebziger
Jahre die Gesamtgruppe der degenerativen Demenzen mit den um die
Jahrhundertwende beschriebenen charakteristischen Plaques und Neurofibrillen.
Dennoch kann auch gegenwartig im Sinne einer Klassifikation die Einteilung der
Patienten mit einer Demenz im Pra- bzw. Senium Sinn machen, wobei diese
Unterscheidung keinerlei Bezug auf die neuropathologischen Grundlagen der
Erkrankung nimmt, sondern sich allein auf das Alter der Patienten beruft. Die Begriffe
prasenil und senil sind den Bezeichnungen ,mit frihem/spaten Beginn“ gewichen,
wobei unter ,mit frihem Beginn“ Patienten unter 65 Jahren verstanden werden.
Durch die technischen Errungenschaften in den vergangenen Jahrzehnten sind den
Wissenschaftlern immer wieder neue Erkenntnisse im Bereich der demenziellen
Erkrankungen gelungen: in den 60er Jahren konnten die Grundstrukturen der
Plaques sowie der Neurofibrillen nachgewiesen werden (u.a. Kidd, Terry, Wisniewski,
Shelanski, Ghetti, Igbal, Dickson etc.), in den 70ern untersuchten Drachman und
Leavitt, ebenso wie ihre Kollegen Davies und Maloney, die Rolle des cholinergen
System bei Gedachtnisprozessen und formulierten im Zuge dessen die ersten
Neurotransmitter-basierten Therapieansatze bei Gedachtnisstérungen (Drachman
und Leavitt, 1974; Davies und Maloney, 1976).

1984 wurden die ersten NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke; Alzheimer's Disease and Related Disorders
Association) Kriterien formuliert, um die psychiatrische Befunderhebung bei
demenziellen Erkrankungen zu erleichtern und zu standardisieren (McKhann et al.,
1984). Dieses Klassifikationssystem ist gemeinsam mit der International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD-10) und dem
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV) inzwischen um
bildgebende Kriterien und die Diagnose LKS bzw. MCI (leichte kognitive Stoérung
bzw. mild cognitive impairment) erweitert worden und bildet gegenwartig
ublicherweise den methodischen Standard der diagnostischen Grundlage in der

klinischen Praxis.



Nach wie vor konnte trotz intensiver Bemihungen die der Alzheimer Demenz
zugrunde liegende Pathogenese nicht erschopfend geklart werden und ist
Gegenstand aktueller Forschung. Im Zentrum der gangigen Hypothesen stehen u.a.
die amyloiden bzw. taufibrillaren Ablagerungen, sowie Neurotransmitterdefizite,
zellimmunologische Faktoren und oxidativer Stress.

Insgesamt konnte die Demenzforschung in den letzten Jahrzehnten immer wieder
kleinere Erfolge verzeichnen und erfahrt weiter — insbesondere durch das Ausbleiben
eines therapeutischen Durchbruchs — durch das wachsende volkswirtschaftliche

Interesse grole wissenschaftliche Aufmerksamkeit.

2.3 Epidemiologie

Eine im Januar 2013 verodffentlichte Studie basierend u.a. auf den Daten der WHO
schatzte die Pravalenzrate der Demenzkranken im Jahre 2010 weltweit auf 36,5
Millionen und errechnete einen Stand von 65,7 Mio. bis 2030 (Prince et al., 2013).
Die deutsche Alzheimer Gesellschaft geht derzeit von rund 1,4 Mio. Demenzkranken
in der Bundesrepublik aus, die Zahl der Ersterkrankten wird auf 300.000 pro Jahr
geschatzt. Dies ergibt einen Krankenzuwachs von 40.000 Patienten pro Jahr
(Deutsche Alzheimergesellschaft, 2012); aufgrund der demographischen Entwicklung
ist die Sterberate unter den bereits betroffenen Personen geringer als die jahrliche
Inzidenzrate.

Die WHO schéatzte die weltweiten, durch Demenz verursachten Kosten 2010 auf 604
Billionen US Dollar (Special Committee on Aging United State Senate, 2011), damit
ist die Demenz zu einer der teuersten Erkrankungen im modernen Zeitalter
geworden.

Bei rund zwei Drittel der Betroffenen lautet die Diagnose in westlichen Landern
Alzheimer Demenz, wobei es sich in vielen Fallen tatsachlich wohl um eine
Mischform mit alzheimertypischen sowie vaskularen Veranderungen handelt.
Betrachtet man die deutschen Zahlen, fallt der augenscheinliche Zusammenhang
zwischen Alter und Pravalenzraten auf: die Krankenzahl verdoppelt sich im Abstand
von ungefahr funf Jahren, wobei rund zwei Drittel der Erkrankten das 80. Lebensjahr
uberschritten haben, 70% dieses Patientenkollektivs sind weiblich. Relativ selten

betrifft die Demenz hingegen die Unter-65-Jahrigen: etwas weniger als 2% der



Erkrankten sind im mittleren Lebensalter, fur Deutschland ergibt dies an die 20.000
Patienten (Deutsche Alzheimergesellschaft, 2012).

Die imponierende Zahl der Neuerkrankten bzw. die steigende Pravalenzrate der
letzten Jahrzehnte ist insbesondere durch die erhdhte Lebenserwartung im 21.

Jahrhundert zu erklaren.

2.4 Klassifikation demenzieller Erkrankungen

Demenztypische Veranderungen mit der im Mittelpunkt stehenden Abnahme
geistiger Fahigkeiten liegen diversen Krankheitsbildern zugrunde. Tatsachlich
umfasst das Hyperonym ,Demenz“ eine ganze Reihe von Erkrankungen, die
vorwiegend durch intellektuelle, zusatzlich auch durch motorische Defizite
charakterisiert sein kdnnen, nicht jedoch einer gemeinsamen neuropathologischen
Grundlage entsprechen. In der gangigen Literatur findet man an die 70
verschiedenen Erkrankungen, deren Symptomspektrum den Demenzen zugeordnet
werden kann. Pragmatisch sinnvoll ist es zwischen primaren und sekundaren
Demenzen (Tabelle 2.1) zu unterscheiden (Lautenschlager und Forstl, 2003),
wahrend im Versuch einer psychopathologischen Grobeinteilung traditionell die drei
Subtypen der kortikalen, subkortikalen und frontalen Demenz unterschieden werden
(Lauter, 1988). Durch die bemerkenswerten Fortschritte im histologischen
Verstandnis der degenerativen Demenzerkrankungen, ist in den letzten Jahren eine
spezifischere nosologische Einteilung der Demenzformen gelungen (u.a. Neumann
et al., 2008).

2.4.1 Primare und sekundare Demenzen

Wahrend ca. 10 Prozent der Demenzerkrankungen potenziell reversibel und somit
behandelbar sind, ist der GroRteil der unter dem Uberbegriff Demenz
zusammengefassten Erkrankungen irreversibel und progredient. Im Sinne eines
Klassifikationsversuches kann daher von primar degenerativen Demenzen sowie von
sekundaren Demenzen ausgegangen werden (Lautenschlager und Forstl, 2003):
wahrend erstere die groRe Gruppe der primar hirnorganisch bedingten Demenzen

beschreibt, umfasst der zweite Begriff zahlreiche psychische, internistische und



spezifisch neurologische Erkrankungen, die in der Klinik mit demenzahnlichen
Symptomen imponieren.

Ursachen fur solche potenziell reversible Demenzen koénnen unter anderem
metabolische Erkrankungen, Traumata, Toxine, Infektionen,
Autoimmunerkrankungen, Pharmaka, psychiatrische Erkrankungen,
Mangelernahrung und andere Erkrankungen wie beispielsweise Normaldruck-
Hydrocephalus sein (DEGAM Leitlinien Nr.12, Demenz, 2008). Diese reversiblen
Stérungen sind mehrheitlich zeitlich begrenzt und im Gegensatz zu den primar
degenerativen Demenzen bleiben die kognitiven Defizite nach ursachlicher
Behandlung nicht bestehen.

Zu der grollen und heterogenen Gruppe der primar hirnorganisch bedingten
Demenzen zahlen eine Reihe schwerwiegender Erkrankungen, unter anderem
Demenzformen mit neurodegenerativen und vaskularen Veranderungen. Die
Alzheimer Demenz wird als haufigste Demenzform diagnostiziert, wahrend
tatsachlich eine gemischte Form aus vaskuldren und neurodegenerativen
Hirnveranderungen haufiger als die reine Alzheimer Demenz auftritt (Forstl, 2012).
Zu den selteneren primar degenerativ und progredienten Erkrankungen aus dem
Demenzspektrum zahlen beispielsweise subkortikale Demenzen wie
Basalganglienerkrankungen, Prionenerkrankungen wie die Creutzfeldt-dakob-

Erkrankung oder frontotemporale Lobardegenerationen (FTLD).

Tab. 2.1.: Primare Demenzen und sekundare Demenzen

Primare Demenzen

Alzheimer Demenz mit spatem Beginn (LOAD)
Alzheimer Demenz mit friihem Beginn (EOAD)

Vaskulare Demenzen

u.a. Multiple kortikale Infarkte, strategische Einzelinfarktdemenz, Grenzzonenischamien,
multiple lakunare Infarkte, Morbus Binswanger (SAE), CADASIL, Amyloidangiopathie,
zerebrale Vaskulitiden, gemischte Demenz (mixed dementia)

Hyperkinetische Bewegungsstorungen mit Demenz
u.a. Chorea Huntington, Choreoakanthozytose, Morbus Wilson, Neurodegeneration mit
Eisenablagerung im Gehirn (NBIA), Thalamusdegenerationen

Hypokinetische Bewegungsstérungen mit Demenz

u.a. Morbus Parkinson, ,Parkinson-Plus-Syndrome*®, Demenz mit Lewy-Kdrperchen,
Multisystematrophie (MSA), Multisystem-hereditéare Tauopathien (MHT), Kortikobasale
Degeneration (CBD), Idiopathische Kalzifikation der Basalganglien (ICBG)

Frontotemporale Lobardegenerationen (FTLD)
frontotemporale Demenz, progrediente unfliissige Aphasie, semantische Demenz




Prionerkrankungen
u.a. Creutzfeldt-Jakob-Demenz, Gerstmann-Straussler-Scheinker-Syndrom, tédliche
familiare Insomnie

Alkoholassoziierte Demenzen
chronisches Korsakow-Syndrom

Sekundare Demenzen

Transitorische Amnesien
u.a. posttraumatische Amnesien, transitorische globale Amnesien, transitorische epileptische
Amnesien

Verwirrtheitszustande (Delir)

u.a. durch Substanzintoxikation, Substanzentzug, operative Eingriffe, somatische
Grunderkrankungen (z.B.: Meningitis, Enzephalitis, raumfordernde Prozesse, Infektionen und
Verletzungen des ZNS, Hdmatome, Meningeome, Lues, HIV, Stérungen des Glukose-
Elektrolytehaushalts, Infektionen, Herzinsuffizienz, Schilddrisen- und
Nebennierendysfunktionen, Hyper-/Hypothermie), Mangelernahrung, Umgebungswechsel

Dissoziation
histrionisch bedingte kognitive Defizite (hysterische Pseudodemenz), simulierte kognitive
Stérung, Ganser-Syndrom

(LOAD = late-onset Alzheimer's Disease; EOAD = early-onset Alzheimer's Disease); SAE =
subkortikale arteriosklerotische Enzephalopathie, CADASIL = Cerebral Autosomal Dominant
Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy)

2.4.2 Kortikale, subkortikale und frontale Demenzen

Traditionell kbnnen nach auftretender Psychopathologie drei Subtypen der Demenz
unterschieden werden: die kortikale, die subkortikale und die frontale Demenz
(Lauter, 1988).

Tatsachlich kann das klinische Erscheinungsbild zwar einen richtungsweisenden
Riickschluss auf die zugrunde liegende Atiologie zulassen, ist allerdings zur
differentialdiagnostischen Einordnung der Krankheit nicht ausreichend.

Die kortikale Demenz ist vorwiegend durch hdhere kognitive Funktionsdefizite
ausgezeichnet. In diesem Sinne zeigt der betroffene Patient Stérungen im Bereich
Gedachtnis, Sprache, raumliche Orientierung und Abstraktion (Jahn, 2010).

Die  subkortikale = Demenz  hingegen imponiert mit einer generellen
psychomotorischen Verlangsamung, und beeintrachtigten Fundamentalfunktionen
wie Vigilanz, Stimmung, Motivation und Aufmerksamkeit. Der Begriff ,subkortikal® ist
insofern irreflihrend, als dass die diesem Syndrom zugeordnete Patienten keine
Lasionen im subkortikalen Bereich aufweisen mussen (Jahn, 2010).

Bei der frontalen Demenz steht klassischerweise die Veranderung der Personlichkeit,

ebenso wie Storungen im organisierendem Denken und Planen im Vordergrund,
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wahrend Gedachtnis, Orientierung und raumliches Denken zumeist weniger
beeintrachtigt scheinen (Hampel et al., 2007).

Die nosologische Einteilung in sub-/ kortikale und frontale Demenz ist zwar klinisch
hilfreich, allerdings insofern verwirrend, als dass sich die psychopathologischen
Symptome teilweise Uberlappen und keinen gesicherten Rickschluss auf die

zugrunde liegende Atiologie zulassen.

2.5 Histologische Einteilung primar degenerativer Demenzen

Die spezifische Einteilung der primaren Demenzen aufgrund ihrer
Proteinablagerungen empfiehlt sich, da die individuellen Ablagerungen eine
histologisch prazise Signatur des jeweiligen Krankheitsprozesses darstellen und der
Phanotyp eines Demenzsyndroms insgesamt nur bedingt auf die zugrundeliegende
Demenz-Krankheit schliel3en Iasst.

Die u.a. von Alzheimer vor rund 110 Jahren beschriebenen Ablagerungen im
Neocortex sind inzwischen als amyloidogene und taufibrillare Ablagerungen
identifiziert worden. Beiderlei Ablagerungen sind bei der friihen, sowie bei der spaten
Form der Erkrankung vorzufinden. In geringerem Malde sind solche Ablagerungen
auch im Rahmen des naturlichen Altersprozesses in gesunden Gehirnen vorzufinden
(Wisniewski und Terry, 1973). Die Prionerkrankungen sind hingegen durch
Ablagerungen von extrazellularem Prion Protein Scrapie (PrPSC) gekennzeichnet,
wenngleich auch hier Amyloide gefunden werden kénnen (Prusiner, 2001), wahrend
zu den a-Synukleinopathien Parkinson und Demenzen mit Lewy-Kérperchen gezahlt
werden (Neumann und Kretzschmar, 2008). Relativ neu im Gegensatz zu den Tauo-
und a-Synukleinopathien ist die Entdeckung des TDP-43 Proteins (transactive
response DNA binding protein 43), welches sich v.a. bei der frontotemporalen
Lobardegeneration (FTLD) finden lasst (Neumann et al., 2006).

Tatsachlich sind in den letzten Jahren eine Reihe von histologisch charakteristischen
Mustern fur diverse Krankheitstypen entdeckt worden (Tabelle 2.2). Das Verstandnis
fur die neurobiologischen Korrelate der neurodegenerativen Erkrankungen ist fur die
Entwicklung kausaler Therapiestrategien besonders wichtig, wenngleich nicht

unumstritten ist, ob die Ablagerungen das eigentliche Agens sind.
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Tab.2.2: Histologische Einteilung ausgewahlter degenerativer Demenzen

Einschliisse Erkrankung

AD (B-Amyloid)

Extrazellulare Proteinablagerungen _ S
Prionerkrankungen (PrP>%)

AD (frihe und spate Form mit Einschluss von
neurofibrillary tangles (NFT))
Morbus Pick

Intrazellulare Proteinablagerungen . ) .
Progressive supranukleare Blickparese

(Tauopathien)
Kortikobasale Degeneration

Erkrankung mit argyophilen Kérnchen
FTLD-17

Morbus Parkinson
a-Synukleinopathien Demenz mit Lewy Koérperchen

Multiple Systematrophien

Amyotrophe Lateralsklerose
Ubiquitin Einschlisse Frontalhirndegeneration mit

Motoneuronerkrankung

Frontotemporale Lobardegeneration mit
Einschlissen von TAR-DNA-bindendem
Protein 43 (FTLD-TDP)

TDP-43 (transactive response DNA binding

protein)

Frontotemporale Lobardegeneration mit
Einschlussen des Proteins fused in sarcoma
(FTLD-FUS)

Neuronal intermediate filament inclusion
disease (NIFID)

Basophilic inclusion body disease (BIBD)

FUSopathien

Prionerkrankungen Creutzfeld-Jakob-Erkrankung

NFT= neurofibrillary tangles

2.6 Demenz bei Morbus Alzheimer

Die Alzheimer Demenz zahlt zu den hirnorganisch bedingten primaren Demenzen
und zeichnet sich histopathologisch u.a. durch p-Amyloid-Ablagerungen,
Neurofibrillen und inflammatorische Marker wie aktivierte Mikroglia und Astrozyten
aus (Walsh und Selkoe, 2007; Mao und Reddy, 2011; Feng und Wang, 2012).
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Im  klinischen Bild sind schleichend beginnende und progrediente
neuropsychologische Defizite mit im Mittelpunkt stehenden Gedachtnisstérungen
bezeichnend fur eine AD. Klinik und Neuropathologie sind sowohl fur die frihe, als
auch fur die spate Form der AD weitgehend identisch, bei grundsatzlich rascherer
Progredienz der frGthen Form. Die beiden Formen lassen sich jedoch z.T. genetisch

voneinander abgrenzen.

2.6.1 Diagnosekriterien

Die Diagnose einer Demenz erfolgt in der klinischen Praxis standardmafig nach
operationalisierten Diagnosekriterien. Die diagnostischen Items bertcksichtigen
neben den bekannten Kernsymptomen (Amnesie) weitere  kognitive
Beeintrachtigungen, sowie Stérungen im Erleben und Verhalten. Aktuell gelten
entsprechend der gangigen Diagnostikmanuale ICD-10, DSM-IV und NINCDS-
ADRDA groRtenteils Ubereinstimmende Kernkriterien fur eine Demenzdiagnose
(Tabelle 2.3): sowohl die ICD-10, als auch das DSM-IV verlangen eine
objektivierbare und sekundar verschlechterte Abnahme der Gedachtnisfunktionen bei
einer vorher grof3eren Leistungsfahigkeit. Neben dem Gedachtnis muss mindestens
eine weitere hohere kortikale Funktion beeintrachtigt sein (Planen, Urteilsvermdogen,
Denkvermogen, Ideenfluss) und die kognitive Leistungsfahigkeit des Patienten
beeintrachtigen (IDC-10 und DSM-IV).

Die ICD-10 setzt in ihrem Zeitkriterium eine Mindestdauer von 6 Monate vor
Diagnosestellung fest, um das Demenzsyndrom von temporar auftretenden
Beeintrachtigungen klinisch ahnlicher Natur zu unterscheiden, wahrend das DSM-IV
kein obligates Zeitkriterium, aber eine signifikante Beeintrachtigung der alltaglichen
sozialen und beruflichen Leistungen (activities of daily living) als Diagnosekriterium
vorschlagt.

Sowohl ICD-10 als auch DSM-IV verlangen fir die Diagnose der AD den Ausschluss
anderer somatischer sowie psychischer Erkrankungen, insbesondere vaskularer
Ursachen, die eine Demenz verursachen konnen. Die ICD-10 fuhrt die gemischte
oder atypische Form der AD als eigene Erkrankung unter den ,Demenzen bei

Alzheimer Krankheit“ an.
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Tab.2.3: Diagnosekriterien einer AD nach ICD-10-R und DSM-IV und NINCDS-ADRDA

Merkmal

ICD-10-R

DSM-IV

NINCDS-ADRDA

Psycho-
pathologisches
Profil

Objektivierbare
Abnahme des Neu-
/Gedéachtnisses, sowie
anderer kognitiver
Fahigkeiten wie
Urteilsfahigkeit und
Denkvermogen;
Aphasie, Apraxie und
Agnosie stltzen die
Diagnose

Objektivierbarer
Nachweis einer
Gedachtnisstérung, mit
gleichzeitigem Auftreten
mind. einer anderen
kognitiven Stérung wie
Aphasie, Apraxie,
Agnosie, Stérungen der
Exekutivfunktionen

Objektivierbare
progrediente
Gedachtnisstérung mit oder
ohne einhergehenden
anderen kognitiven
Stérungen

Verlauf Schleichender Beginn | Schleichender Beginn Schleichender Beginn,

mit langsamer mit progredientem zunehmende

Progredienz kognitiven Abbau Verschlechterung der

Gedachtnisfunktionen und
kognitiver Leistungen

Einteilung/ Demenz bei Demenz bei Alzheimer Wahrscheinliche AD
Codierung Alzheimer-Krankheit Krankheit (290.xx) Mdogliche AD

mit frihem Beginn Demenz bei Alzheimer Gesicherte AD

(F00.0) Krankheit EO/LO

Demenz bei (290.10/290.0)/

Alzheimer-Krankheit mit Delir (290.11/290.3)/

mit spatem Beginn Wahnvorstellungen

(F00.1) (290.12/290.10)/

Demenz bei Depression

Alzheimer-Krankheit, (290.13/290.21)

atypische oder

gemischte Form

(F00.2)

n.n.b. Demenz bei

Alzheimer-Krankheit

(F00.9)
Alltags- Einteilung in Signifikante Eingeschrankte

beeintrachtigung

Schweregrade; bei
mittelgradiger Demenz
erste
Beeintrachtigungen im
unabhangigem Leben

Beeintrachtigung der
sozialen und beruflichen
Leistungen (activities of
daily living ADL)

Alltagskompetenz

Dauer

Mindestens 6 Monate

Mindestens 6 Monate

Ausschluss

Hinweis auf eine
andere vorliegende
Demenz oder
Systemerkrankung

Hinweis auf ZNS-,
systemische,
psychiatrische und
substanzinduzierte
Erkrankungen

Hinweis auf andere
Demenzerkrankungen,
zerebrovaskuléare Schaden,
Depressionen,
fokalneurologische und
extrapyramidale
Symptome, metabolische
Erkrankungen

n.n.b. = nicht naher bezeichnet, EO = early-onset, LO = late-onset

Eine gute diagnostische Sensitivitdt und eine mallige Spezifitdt (96% Sensitivitat,

61%

Spezifitat

in Jobst et al.,

1998) wird den NINCDS-ADRDA Kriterien

zugesprochen, 2007 verbessert und um Biomarker erweitert (Dubois et al., 2007).
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Diese, in der wissenschaftlichen Praxis vielverwendeten Kriterien, unterscheiden
zwischen ,wahrscheinlicher®, ,moglicher” und ,gesicherter* AD (McKhann et al.,
1984; Tabelle 2.4).

Die Diagnose ,wahrscheinliche“ AD beruft sich bei Ausschluss anderer Erkrankungen
auf objektivierbare und progrediente Stérungen des Gedachtnisses mit
schleichendem Beginn, sowie auf nachweisbare mediotemporale Lobaratrophie im
MRT, tempoparietal reduzierten Glukosemetabolismus (PET), erhdhte 181-Phospho-
bzw. Gesamt-Tau-, sowie erniedrigte B-Amyloid(1-42) Konzentration im Liquor
(Dubois et al., 2007).

Eine nachgewiesene genetische Mutation der drei Gene Prasenilin-1 (PSEN1), -2
(PSEN2) und APP fluhrt in seltenen Fallen ebenso zur Diagnosestellung einer
wahrscheinlichen AD. Eine ,mdgliche” AD-Diagnose wird hingegen bei atypischem
Verlauf und bei Vorliegen einer anderen, flir die Demenzsymptome hinreichende
aber nicht als ursachlich verstandene Krankheit, gestellt. Als ,gesichert gilt die AD-
Diagnose dann, wenn die Kriterien der ,wahrscheinlichen® erflillt sind und die fir die

AD typischen histopathologischen Befunde vorliegen (McKhann et al., 1984).
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Tab.2.4: Diagnosekriterien ,mogliche” und ,wahrscheinliche“ AD (nach NINCDS-ADRDA,
2006)

I. WAHRSCHEINLICHE AD

o Nachweis einer Demenz in einer klinischen Untersuchung (Objektivierung der
Defizite unter Einbeziehung neuropsychologischer Testverfahren)

o Defizite in mindestens zwei kognitiven Bereichen

o Progrediente Stérung des Gedachtnisses und anderer kognitiver Funktionen

o Keine qualitative Bewusstseinsstérung

o AAO zwischen 40.-90. Lebensjahr

o Kein Hinweis auf andere ursachliche Hirn- oder Systemerkrankungn

Il. Unterstiitzende Befunde fiir die Diagnose einer WAHRSCHEINLICHEN AD

o Zunehmende Verschlechterung spezifischer kognitiver Funktionen (z.B. Aphasie,
Apraxie, Agnosie)

o Beeintrachtigte Alltagsaktivitaten und Verhaltensveranderungen

o Positive Familienanamnese

o Hinweise auf eine zerebrale Atrophie in bildgebenden Verfahren

o Normalbefund im EEG

lll. Klinische Befunde, die mit einer WAHRSCHEINLICHEN AD vereinbar sind

o Vorubergehender Stillstand der Erkrankung

o Depression, Schlaflosigkeit, Inkontinenz, lllusionen, Halluzinationen

o Wahnvorstellungen, aggressive Ausbriiche, sexuelle Dysfunktionen, Gewichtsverlust

o Neurologische Auffalligkeiten (z.B. erhéhter Muskeltonus, Myoklonien,
Gangstoérungen)

o Altersentsprechendes CT

IV. Ausschlusskriterien

o Ploétzlicher, apoplektischer Beginn
o Fokalneurologische Zeichen

o Epileptische Anfalle oder Gangstérungen in friihen Stadien

V. MOGLICHE AD

o Madgliche Diagnose bei Vorhandensein eines demenziellen Syndroms mit
untypischer Symptomatik hinsichtlich Beginn, Verlauf und Defizitprofil in
Abwesenheit anderer ursachlicher Erkrankungen

o Madgliche Diagnose bei Vorhandensein einer zweiten System- oder Hirnerkrankung,

die nicht als ursachlich betrachtet wird, die Demenz aber verursachen konnte

Klinisches Bild und Familien-/Anamnese stellen also einen ersten
richtungsweisenden Befund, zur atiologischen Einordnung einer AD bedarf es, wie

angefuhrt, weiterer Diagnostik.
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Malgeblich fur die Diagnose einer AD ist der Liquorbefund, sowie die Visualisierung
alzheimertypischer Veranderungen mit deren charakteristischen Verteilungsmuster

mittels Bildgebung.

2.6.2 Verlauf

Bereits Jahre vor der augenscheinlichen Entwicklung einer Alzheimer-Symptomatik
zeigen die Patienten subtile kognitive Defizite, die in neuropsychologischen
Testverfahren zwar meist latent auffallen, sich im Alltag allerdings Ublicherweise nicht
bemerkbar machen. In diesem Prodromalstadium ist es z.Z. noch nicht moglich eine
prasymptomatische AD festzustellen, wenngleich der Beachtung dieses Vorstadiums
immer mehr wissenschaftliche Aufmerksamkeit gewidmet wird. Rund 12 % der in den
90er Jahren entstandene Diagnosegruppe ,leichte kognitive Beeintrachtigung®
entwickeln innerhalb eines Jahres eine AD (Zaudig, 2005; Gauthier et al., 2006;
Peterson et al., 2009; Tondelli et al., 2014).

Im leichtem Demenzstadium ist der Patient haufig noch in der Lage, allein zurecht zu
kommen. Seine Defizite liegen v.a. in der Bildung neuer Gedachtnisinhalte, im
planvollen Handeln und in der Wortfindung. Die Patienten klagen vor allem Uber
verlegte Gegenstande, vergessene Termine und beeintrachtigte raumliche
Orientierung. Viele Alzheimerpatienten tendieren zur Bagatellisierung ihrer Defizite
und schaffen es Uber einen begrenzten Zeitraum hinweg sehr gut, ihre Defizite im
Alltag zu kaschieren. Haufig begleiten depressive Symptome das leichte und
mittelschwere Demenzstadium.

Im mittelschweren Demenzstadium sind die Patienten auf umfassende Betreuung
angewiesen. Neben den inzwischen ausgepragten Beeintrachtigungen im
Neugedachtnis, nehmen tiefgreifende Defizite im logischem Denken, Handeln,
Planen und in der raumlichen Orientierung zu. Die Fahigkeiten, sich alleine
anzuziehen oder zu essen gehen verloren, die Patienten kdnnen aggressiv und
emotional unkontrolliert werden, ruhelos umherwandern und an Inkontinenz leiden.
Im fortgeschrittenen mittelschweren Demenzstadium ist eine hausliche Betreuung
durch die Familie meist nicht mehr moglich.

Durchschnittlich 6 Jahre nach Diagnosestellung hat der AD-Patient schwerwiegende
Defizite in allen kognitiven Bereichen und braucht intensive Unterstlitzung bei allen

Handlungen. In diesem schweren Demenzstadium kann der Patient selbst weit
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zuruckliegende Erinnerungen nicht mehr abrufen und kommuniziert mit reduzierten
und einfachen Woartern. Der zirkadiane Rhythmus ist gestort, der Patient wirkt v.a. in
den Abendstunden unruhig und aufgewuhlt (,sundowning“). Im fortgeschrittenen
Stadium wird der Patient bettlagerig und entwickelt dadurch ein erhéhtes Embolie-
und Thrombose-Risiko. Als haufigste Todesursachen lasst sich bei AD Patienten
Pneumonie, Myokardinfarkt und Sepsis finden (Magaki et al., 2014).

Insgesamt lasst sich der individuelle Verlauf der Erkrankung nicht vorhersagen und
kann von Patient zu Patient letztlich variieren. Psychopathologische Stérungen wie
visuelle und akustische Wahrnehmungsstérungen, Enthemmung, affektive und
psychomotorische Stérungen sowie tiefgreifende Persdnlichkeitsveranderungen
konnen je nach individueller Auspragung der AD zusatzlich zu den kognitiven

Symptomen auftreten (Foérstl, 2009).

2.6.3 Risikofaktoren

Die zahlreichen Risikofaktoren, die den Ausbruch einer AD begunstigen, kdnnen
grundsatzlich in genetische und umweltbedingte Faktoren eingeteilt werden. Der
wichtigste nicht-genetische Risikofaktor fur eine Alzheimer Demenz ist das Alter, die
jahrliche Neuerkranktenrate steigt exponentiell mit zunehmendem Alter und erreicht
ihre Spitze bei der Altersgruppe der 80jahrigen (Weyerer et al., 2006).

Als weitere Risikofaktoren, die unabhangig vom Erbgut zur Entwicklung einer AD
beitragen, werden u.a. Vorschadigungen des ZNS (z.B. Schadel-Hirn-Traumata)
sowie eine Reihe somatischer (z.B. Hypercholesterinamie, Hypothyreose, arterielle
Hypertonie, Diabetes etc.) und psychiatrischer (z.B. Depression) Erkrankungen, aber
auch sozialer Status, Bildung, Ernahrungsverhalten oder Vitamin B12-Mangel
diskutiert. Die Studienlage dazu ist mannigfaltig und insgesamt von geringer
Koharenz. 2002 konnte beispielsweise in einer breitangelegten Studie mit 6434
Probanden einzig ein Zusammenhang zwischen Bildungsniveau, Alter,
Apolipoprotein E €4 und AD festgestellt werden (Lindsay et al., 2002). Kein
Zusammenhang konnte u.a. zwischen Depression, Schadel-Hirn-Trauma, Rauchen,
Hypertonie, kardiovaskularen Erkrankungen und AD gefunden werden, wahrend
korperlicher Ertlchtigung, sowie Kaffee- und Weinkonsum sogar ein protektiver
Faktor zugeschrieben werden konnte (Lindsay et al., 2002). HOherem pramorbiden

Bildungsniveau kann insofern ein protektiver Effekt zugeschrieben werden, als dass
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Individuen mit ausgepragtem IQ bei neuralen Ausfallen Studien zufolge auf bessere
Copingstrategien zurlckgreifen kdnnen und somit in der Lage sind, den Ausbruch
der klinischen Symptomatik zeitlich nach hinten zu verschieben (Stern, 2006). Frauen
sind grundsatzlich haufiger von Demenzerkrankungen betroffen. Neben einem
vermuteten Zusammenhang zwischen dem sinkenden Ostrogenspiegel in der
Postmenopause und AD (Tang et al., 1996), ist dies auch auf die hdohere
Lebenserwartung der Frauen zurtickzufihren.

Eine zentrale Rolle in der Entwicklung einer AD haben genetische Faktoren inne.
Bislang konnten fur die familiar auftretende Form der EOAD autosomal-dominante
Mutationen mit hoher Penetranz auf Chromosom 21 (Goate et al., 1991),
Chromosom 14 (Schellenberg et al., 1992; Sherrington et al., 1995) und Chromosom
1 (Levy-Lahad et al., 1995) lokalisiert werden. Fir die LOAD wurde auf Chromsom
19 das Apolipoprotein-E4-Gen (Corder et al., 1993) ausfindig gemacht, das bei
homozygoten Tragern zu einem stark erhdhten Risiko an AD zu erkranken, flhrt. Bei
gehauft auftretenden neurodegenerativen Erkrankungen in der Familie, ist das Risiko

an einer AD zu erkranken insgesamt erhoht.

2.6.4 Pathologie der Alzheimer Demenz

Im Zentrum der Alzheimer'schen Pathologie stehen die bekannten taufibrillaren und
amyloiden Ablagerungen, molekulare Entzindungsindikatoren, sowie eine
makroskopisch sichtbare Abnahme des Gehirnvolumens. Wahrend des
Altersprozesses kommt es auch im gesunden Normalkollektiv zu neuroanatomischen
Veranderungen des Gehirns, die mit einer individuellen Volumenverminderung in
bestimmten Bereichen (vorwiegend hippokampal, entorhinal, cerebrellar) und
moderaten Plaqueablagerungen einhergehen kann (Raz et al., 2005; Morrison und
Hof, 1997).

Die hirnpathologischen Veranderungen der AD sind im Vergleich jedoch
ausgepragter und von einer wesentlich rascheren Progredienz, sowie durch

tiefgreifende kognitive Veranderungen im klinischen Bild gekennzeichnet.
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2.6.4.1 Hypothesen

Trotz intensiver Forschung ist der Pathomechanismus der AD bislang nicht einhellig
identifiziert worden. Zweifelsohne scheinen multiple heterogene Faktoren in der
Entstehung der AD zusammenzuspielen und den Zelluntergang zu begunstigen. Die
zentralen Hypothesen der Alzheimerforschung sind dabei nach wie vor die
cholinerge Hypothese (Drachman und Leavitt, 1974; Bartus et al., 1982; Whitehouse
et al., 1981), die glutamaterge Hypothese (Maragos et al., 1987), die Amyloid-
Hypothese (Hardy und Allsop, 1991), die Tau-Hypothese (Goedert, 1993) und die
neuroinflammatorische/immunologische Hypothese (Rogers et al., 1988). Weitere
Hypothesen verstehen beispielsweise die mitochondriale Beteiligung und den
oxidativen Stress als malRgebliche Faktoren in der AD-Entstehung.

Tatsachlich konnte letztendlich keine dieser Hypothesen die Frage nach Grund und
Ursache der AD alleinig erschopfend beantworten. Weder die gangige Amyloid-
Hypothese, noch die Verfechter der taubedingten Pathogenese boten ausreichend
zufriedenstellende Ergebnisse, die die klinische Auspragung der Alzheimer Demenz
ursachlich erklaren koénnte. Das Ausbleiben eines therapeutischen Durchbruchs
basierend auf den bisherigen Erkenntnissen fuhrte in den letzten Jahren zu einer
Reihe von neuen Ansatzen. Erwahnenswert ist dabei u.a. der zunehmende Fokus
auf die mitochondriale Beteiligung und den oxidativen Stress als malgebliche
Faktoren in der AD-Entstehung, ebenso wie die Diskussion Uber toxische oder
infektiose Einflisse auf den AD-Phanotyp. Insgesamt unterstreichen die Befunde die
Komplexitat und Heterogenitat der AD und deuten darauf hin, dass erst das

Zusammenspiel unterschiedlicher multipler Faktoren zur Auspragung der AD flhrt.

2.6.4.2 Makroskopische Veranderungen

Atrophische Veranderungen bei der AD sind das Resultat eines progredienten und
irreversiblen Neuronenverlustes und betreffen graue wie weille Substanz. Die
Auspragung der Atrophie hangt dabei von Schwere und Progredienz der Erkrankung
ab, ist bei der AD aber zumeist besonders im Bereich des medialen
Temporallappens, des Parietallappens, des entorhinalen Cortex und des
Hippokampus gut erkennbar (Tabelle 2.5). Weitere Abnahmen der Neuronendichte

wurden u.a. im Bereich des posterioren zingularen Cortexes beschrieben, wahrend
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im Gegenzug die sensomotorischen Areale, sowie die vorderen zingularen Bereiche
in der Norm vorwiegend ausgespart bleiben (Brun und Englund, 1981). Die Patienten
zeigen nach Schwere und Lokalisation der Atrophie entsprechende klinische
Symptome. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass AD-Patienten mit
(vergleichsweise selten auftretenden) visuellen Halluzinationen atrophische
Veranderungen im Bereich des Okzipitallappens aufweisen (Holroyd et al., 2000;
Berthier et al., 1991).

Tab.2.5: AD in der Bildgebung

Bildgebung Hirnveranderungen

Mediotemporal betonte Atrophie mit vergroRerten

Liquorraumen;

MRT
Aufweitung der Sulci (frontal, temporal);
Verkleinerung des Nucleus basalis (Meynert)
S Parietal, temporal und auch frontal verminderter

Glukosestoffwechsel

2.6.4.3 Neurofibrillen

Bei den alzheimertypischen neurofibrillaren Bundeln (neurofibrillary tangles, NFT)
handelt es sich im Wesentlichen um Ablagerungen des Mikrotubuli-assoziierten
Proteins Tau (Grundke-Igbal et al., 1986; Wood et al., 1986). Weitere Komponenten
kommen in vergleichbar geringerem Male vor, und kénnen grob in funf Gruppen
eingeteilt werden (Yen et al., 1995): Strukturproteine, Kinasen, Amyloid, Enzyme des
Zytosols und Stress-assozierte Molekiile.

Tau gehort zu den Typ-lI-Mikrotubuli-assoziierten-Proteinen (MAP) und spielt eine
wichtige Rolle bei der Stabilisierung des neuronalen Zytoskeletts, indem es an
Mikrotubuli bindet und deren Aufbau und Quervernetzung ermdglicht. Diese Bindung
wird vom Tau-Protein durch den Phosphorylisierungsgrad reguliert. Das Tau-Protein
ist somit ein wichtiger Bestandteil des hochgradig vernetzten Zellskeletts, und nimmt
in abnorm phosphorylierter Form in den unter Tauopathien zusammengefassten
Erkrankungen einen pathologischen Zustand an. Tatsachlich sind die Tau-Fibrillen
zwar fir eine AD charakteristisch, wenngleich nicht spezifisch: NFT kommen als

Ablagerungen auch in anderen neurodegenerativen Erkrankungen vor (z.B. bei der
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frontotemporalen Lobardegeneration, kortikobasalen Degeneration) und kénnen in
selteneren Fallen bei einer AD sogar fehlen (Terry et al., 1987).

Im Verlauf der AD kommt es zu einer pathologischen Wechselwirkung zwischen Tau
und Mikrotubuli: durch Hyperphosphorylisierung aggregieren die Tau-Proteine und
lagern sich Ublicherweise in spiralformiger (paired helikal filaments PHF) und gerader
(straight filaments) Struktur im Perikaryon und in den Dendriten ab (Terry et al., 1987,
Kidd, 1963). Diese abgelagerten Fibrillen sind durchschnittlich von 10-15 nm grofRen
Durchmesser. Verglichen mit dem normalen Tau, weist das in den PHF
vorkommende Tau u.a. um 35% erniedrigtes Lysin und 100% erhdhtes Glycin auf
(Liu et al., 1991).

Nach Absterben des betroffenen Neurons sind die helikalen Ablagerungen
extrazellular (ghost tangles) vorzufinden (Bondareff et al., 1989) und scheinen in
ihrer Verbreitung einem typischen Muster (Stadien | und Il — transentorhinale Regio,
Stadien Il und IV — limbisches System, Stadien V und VI — Assoziationsareale) zu
folgen (Braak und Braak, 1991). Anzahl und Zunahme der NFT Kkorrelieren
grundsatzlich mit einer Zunahme der klinisch beobachtbaren Defizite des Patienten
(Braak und Braak, 1991; Goedert, 1993).

Die hyperphosphorylierten Ablagerungen im Zellinneren fuhren zur Destabilisierung
der Mikrotubuli und somit in der Folge zur Unterbrechung der axonalen
Reizweiterleitung.

Unklar ist bislang, wieso es zur Hyperphosphorylierung und zur erhdhten
Aggregationsbereitschaft des Tau-Proteins kommt. Vermutet wird eine veranderte
Phosphatase- und Kinaseaktivitat der geschadigten Neuronen (Goedert, 1993; Wang
et al., 1995; Igbal et al., 2009).

Die Rolle des Tau-Proteins bei der Entstehung der AD ist bislang noch nicht
hinreichend geklart. Wahrend im klassischen Verstandnis die Tau-Fibrillen neben
anderen Faktoren ursachlich fur die AD-Pathologie galten, wird in neueren Studien
die kausale Verbindung zwischen NFT und Neurodegeneration immer wieder
angezweifelt: zum einen koénnen NFT auch in gesunden alteren Gehirnen
vorkommen, zum anderen wurde nachgewiesen, dass bei einem AD-
Nervenzellverlust von 60% im Schnitt nur 8,1% von den NFT ausgemacht wird (Kril
et al., 2002).

Zwar wird in den meisten Fallen ein linearer Zusammenhang zwischen der Anzahl

der NFT und dem Schweregrad der AD festgestellt, dennoch ist unklar, ob die
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Akkumulation der Ablagerungen tatsachlich fir den Neuronenverlust verantwortlich
ist, oder es sich hierbei vielmehr um ein Epiphdanomen der Degeneration handelt.
Teilweise wird die Bildung von NFT sogar als protektive Mallinahme der Zelle gegen
den oxidativen Stress, ausgeldst durch die amyloiden Veranderungen, verstanden
(Lee et al., 2005).

2.6.4.4 Amyloide Plaques

Neben den Tau-Fibrillen lassen sich bei AD-Patienten als zweite charakteristische
Ablagerung Amyloid-Plaques finden. Wahrend in der klassischen Demenzforschung
extrazellular abgelagerte Plaques flr die toxischen Effekte bei der AD verantwortlich
gemacht wurden, hauften sich in den letzten Jahren die Hinweise darauf, dass
Amyloid auch intrazellular abgelagert wird (Casas et al., 2004; LaFerla et al., 2007).
Die amyloiden Ablagerungen lassen sich nach ihrem komplexen Aufbau
grundsatzlich in diffuse und neuritische Plaques einteilen: in den fur die AD
spezifischen neuritischen Plaques finden sich veranderte dystrophe Neuriten,
aktivierte Mikroglia und reaktive Astrozyten (Braak et al., 1996; Wisniewski et al.,
1985), wahrend diffuse Plaques weder Neuriten noch aktivierte Gliazellen aufweisen
und als Vorlaufer der neuritischen Plaques beschrieben werden (Giaccone et al.,
1989). Bereits Alzheimers Mitarbeiter beschrieben das Auftreten nichtneuritischer
und seltener auch von neuritischen Plaques in den Gehirnen gesunder alterer
Patienten (Von Braunmuhl und Weber, 1936). Die amorphen und nicht-fibrillaren
diffusen Plaques sind nicht ausschliel3lich bei AD Patienten zu finden und kénnen
bereits Jahrzehnte vor dem Ausbruch der Erkrankung im Neocortex nachgewiesen
werden. Das Volumen und die Dichte der im Laufe des degenerativen
Krankheitsprozesses vermehrt vorkommenden neuritischen Plaques korreliert dabei
mit dem Schweregrad der Demenz und der Auspragung der kognitiven Defizite
(Naslund et al., 2000). Durch welche Faktoren diffuse Plaques in neuritische Plaques
umgewandelt werden, konnte bislang noch nicht hinreichend geklart.

Die alzheimertypischen 8-10 nm grof3en neuritischen Plaques bestehen zu 90%
aus einem aggregiertem Peptid, dem Amyloid-B (AB) (Glenner und Wong, 1984,
Masters et al., 1985). Seit 1987 ist bekannt, dass dieses Ap aus der proteolytischen
Spaltung des Amyloid 8 Precursor Protein (APP) hervorgeht (Kang et al., 1987). Die

eigentliche Funktion von APP ist nach wie vor nicht hinreichend bekannt. Es wird
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angenommen, dass dieses Membranprotein eine Rolle bei der Bildung von
Zellkontakten spielt (Fol3green, 1998; Priller et al., 2006). Durch alternatives Spleilden
der APP-mRNA entstehen APP-Isoformen von unterschiedlicher Lange (die
verschiedenen Varianten umfassen 365 — 770 Aminosauren), die in neuralen sowie
in nicht-neuralen Zellen vorkommen (Kang et al., 1987; Tanzi, 1988; Tanaka et al.,
1988). APP wird von drei Proteasen, der a-, B-, y-Sekretase, geschnitten. Die
Prozessierung des Proteins durch die B-Sekretase fuhrt zur Bildung des AB-Peptids
(Abbildung 2.3).

Neben AP bestehen die Plagues aus weiteren Proteinkomplexen:
immunhistochemisch identifiziert wurden u.a. inzwischen die Apolipoproteine A, E
und J (Clusterin), Prasenilin, Ubiquitin, sowie a1-Antichympotrypsin, Proteoglykane
und Vitronectin (Perry et al., 1987; Wisniewski et al., 1993; Rozemuller et al., 1991;
Selkoe et al., 1998; Snow et al., 1994; zur Ubersicht: Ghiso und Blas, 2002). Der
hydrophobe Hauptbestandteil AB kommt in den neuritischen Plaques in
verschiedenen Langen vor (Masters et al., 1985; Glenner und Wong, 1984), wobei
40-43 Aminosauren lange Peptidketten (AB40, AB42, AB43) Uberwiegen (Harigaya et
al., 1995). AB42 und Ap43 sind dabei hydrophober und aggregationsbereiter als
ApB40. Die Neurotoxizitat dieser Peptide hangt offensichtlich von ihrer
Aggregationsbereitschaft ab (Pike et al., 1991, Busciglio et al., 1992).

In den letzten Jahren ist mehr und mehr deutlich geworden, dass die bekannten
Amyloidfibrillen ein inaktives Repositorium der eigentlich synaptotoxischen Spezies,
namlich der l6slichen AB-Oligomere sind (Haass und Selkoe, 2007). Dass diese
|6slichen Oligomere, die vor allem in der Form von Dimeren auftreten das eigentliche
toxische Agens sind, stofldt aktuell auf grolRes Forschungsinteresse und konnte in
zahlreichen Studien wiederholt bestatigt werden (u.a. Lesné, 2006; Shankar et al.,
2008). Es wurde u.a. gezeigt dass diese Oligomere die flir das Gedachtnis
fundamentale Funktion der LTP (long term potentiation) hemmen, die LTD (long term
depression) fordern und die dendritische Vernetzung herabmindern (Shankar et al.,
2008). Injiziert in Ratten konnten die Dimere bereits erlerntes Verhalten zerstéren,
wahrend AB-Plaques keine vergleichbare toxische Wirkung aufwiesen (Shankar et
al., 2008).

Tatsachlich ist die eigentlich toxische APB-Spezies noch nicht Ubereinstimmend
identifiziert worden: neben den bekannten AB(1-40) und AB(1-42) wurden inzwischen
auch AB(1-8), AB(9-16) und AB(16) als mégliche Kandidaten diskutiert (zur Ubersicht:
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Pimplikar, 2009). Ebenso fihrte das Injizieren von zuvor aus Tg2576-Mausen
isoliertem AB*56 (extrazellulares, |6sliches AR (56 kDa)) bei gesunden Ratten zu
Gedachtnisstérungen (Lesné et al., 2006).

Diese loslichen Oligomere stehen am Beginn der sogenannten Amyloid-Kaskade
(Abbildung 2.2), einer aktuell weitgehend akzeptierten Hypothese, die die Entstehung
und Wirkung der Plaques als zentrales Ereignis flr die Neurodegeneration bei AD
versteht (Hardy und Selkoe, 2002; Haass und Selkoe, 2007): Ap42 lagert sich
aufgrund von einer Veranderung im Ap-Stoffwechsel in I6sliche, diffuse Oligomere
zusammen. Diese ersten diffusen Plaques stdren bereits als Dimere die synaptische
Reizweiterleitung der Neuronen (Kamenetz, 2003) und lagern sich im weiteren
Prozess zu fibrillaren und unléslichen Depots zusammen. Mikroglia und Astrozyten
werden durch die neuritischen Plaques aktiviert und fihren durch die lokale
Entzindungsreaktion in der Folge zur irreversiblen Schadigung der umliegenden
Neurone. Im Zuge dieser Schadigung kommt es zur Hyperphosphorylierung des Tau-

Proteins und schlussendlich zum progredientem Nervenzelluntergang.
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Rsikofaktoren:
u.a.Mutationen im APP-, PSEN1- und PSEN2-Gen; Trisomie
21, fortgeschrittenes Lebensalter, beglinstigende
Umweltfaktoren

!

Veranderung des AB-Stoffwechsels — Verminderung des Ap-
Abbaus, Verschiebung des AB-Gleichgewichts zugunsten von
AB42

!
Akkumulierung von AB42 — Bildung erster diffuser Ap-

Plaques

!

Beeintrachtigte synaptische Reizweiterleitung;
erste kognitive Defizite

!

Diffuse Plaques wandeln sich in neuritische AB-Fibrillen um

!

Progrediente Schadigung der Neurone

Oxidativer Stress, veranderte Phosphatase-

] e T Tau-Hyperphosphorylierung — Bildung von Tau-

Zellstoffwechsel Fibrillen
|
Synaptische und neuronale Dysfunktion — Zelltod
|
Demenz

Abbildung 2.2: Die Amyloidkaskade (schematische Darstellung) nach Haass und Selkoe (2007)

Das Prinzip der Amyloidkaskade mit der Ablagerung von AB als
zentralpathologischem Ereignis ist nicht unumstritten. Wahrend die fur die familiare
EOAD ursachlich identifizierten Mutationen im Amyloid-Precursor-Protein (APP),
sowie der Nachweis der amyloiden Toxizitat eine solche Hypothese unterstitzen,
bleibt weiterhin fraglich weshalb diffuse Plaques auch bei gesunden Altern gefunden
werden oder auch warum Ap-fokussierte Therapieansatze bislang von keinem
durchschlagendem Erfolg gekront waren. Es ist weiterhin noch nicht bekannt, durch
welche Faktoren diffuse Plaques zu neuritischen Fibrillen werden bzw. was zur

falschen Prozessierung des APP durch die B-Sekretase fluhrt.
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Studien stellen die zentrale Rolle des Amyloids in Alzheimer-Gehirnen immer wieder
in Frage: eine erst vor kurzem verdéffentlichte Studie postuliert beispielsweise eine
Uberbewertung der Amyloid-Hypothese und riickt den cannabinoiden Rezeptor CB1
ins Zentrum ihrer Alzheimerforschung (Stumm et al., 2013).

Aufgrund des momentanen Forschungsstandes lasst sich abschlie®end bemerken,
dass das ApB-Ungleichgewicht und die damit verbundene Aggregation von
Monomeren Uber Oligomeren bis hin zu Fibrillen eine zentrale Rolle in der
Entstehung der AD innehaben. Obwohl die Amyloidkaskade somit eine der bislang
besterforschten Erklarungen zur Pathogenese der AD beisteuert, kann sie in der
komplexen und multifaktoriellen Krankheitsentstehung nicht als alleinige

pathophysiologische Ursache gewertet werden.

2.6.4.5 Synapsenverlust

Der Verlust von neuronalen Verbindungen steht am Ende einer langen Reihe
pathologischer Ereignisse. Der Untergang der synaptisch verschalteten Neuronen
bildet dabei die Klimax des neurodegenerativen Schadigungsprozesses und flhrt zu
irreversiblen Ausfallen in der Reizweiterleitung.

Der Verlust von Synapsen ist dem Untergang von Neuronen teilweise zeitlich
vorgelagert bzw. der Untergang von Neuronen bedeutet notwendigerweise auch
immer Verlust von Synapsen. Dass der synaptische Degenerationsprozess bereits
vor dem Neuronenverlust einsetzt, erklart vermutlich die subtilen kognitiven Einbufen
die Jahre vor dem Ausbruch der AD bereits im Patientenkollektiv mit LKS beobachtet
werden konnen (Scheff et al., 2006). In diesem frlhen Stadium der Erkrankung ist
vor allem der Hippokampus vom synaptischen Verlust betroffen, aus diesem Grund
manifestiert sich die Erkrankung zuerst in den meisten Fallen mit reinen
Gedachtnisschwierigkeiten, bevor weitere kognitive Defizite hinzukommen (Selkoe,
2002). Das Gehirn verfigt auch noch im Alter Uber eine marginale plastische
Kompetenz, um Stérungen in der Reizweiterleitung zu kompensieren. In
Hirngewebsproben von AD-Patienten wurden vermehrt Neuropili gefunden, die
vermutlich den Verlust der Synapsen mit erh6htem Kontakt auszugleichen versuchen
(DeKosky und Scheff, 1990). Die Fahigkeit der Zelle, den Verlust von Synapsen
durch vermehrte dendritische Sprossung auszugleichen, wird mit dem Fortschreiten

der AD allerdings erschopft und es kommt zum endgultigen Verlust der neuralen
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Konnektivitat (DeKosky und Scheff, 1990). Loésliche Ap-Oligomere werden als
schadliches Agens hinter der synaptischen Degeneration vermutet: in den letzten
Jahren wurde festgestellt, dass sowohl die LTP sowie die dendritische Vernetzung
von diesen Oligomeren gehemmt, und die LTD geférdert wird. Neben dem
Hippokampus verlieren im weiteren Verlauf der AD v.a. der frontale und temporale
Bereich ihre Synapsen.

Die Abnahme von Synapsen kann mittels Antikdrpern von Synaptophysin und
Synapsin | ermittelt werden (Masliah et al., 1989; Hamos et al., 1989) und korreliert
dabei am besten mit der Zunahme der kognitiven Defizite (Terry et al., 1991;
DeKosky und Scheff, 1990). Die vom Patienten erreichten Punkte beim MMSE (Mini
Mental State Examination) nehmen im Verhaltnis zum steigendem Verlust der
Synapsen ab (Scheff et al., 2006).

2.6.4.6 Neuronenverlust

Nach alteren Befunden sind besonders acetylcholinerge Neuronen bei der AD von
progredienter Degeneration betroffen (Davies und Maloney, 1976; Whitehouse et al.,
1981); ein signifikanter Ruckgang der Neurone von bis zu 80% findet im Nukleus
basalis Meynert (NB) statt, dem wichtigsten Areal fur die cholinerge Produktion
(Whitehouse et al.,1981; 1982; Vogels et al., 1990). Der Nucleus basalis versorgt mit
seinen Efferenzen den Cortex sowie das limbische System, und sorgt somit als
wichtiger Teil des ARAS (aufsteigendes retikulares aktivierendes System) fur die
fundamentale hippokampo-neokortikale Kopplung. Acetylcholin hat damit eine
SchlUsselrolle in der Bildung und im Abruf von Gedachtnisinhalten (Drachman und
Leavitt, 1974). Aus diesen Zusammenhangen, namlich dass es einerseits zum
Verlust cholinerger Neuronen bei AD kommt, und diese andererseits eine
malfgebliche Rolle bei den mnestischen Funktionen spielen, wurde die cholinerge
Hypothese  formuliert. Infolgedessen kam es zur Zulassung von
Acetylcholinesterasehemmern wie Rivastigmin und Donepezil, die nach wie vor zur
symptomatischen Behandlung leichter bis mittelschwerer AD eingesetzt werden.

Neben dem acetylcholinergen sind im Rahmen einer AD weitere
Neurotransmittersysteme vom Rlckgang betroffen: glutamaterge, noradrenegre und
serotonerge Neurone degenerieren sukzessive (Maragos et al., 1987; Raskind et al.,

1984; Cross et al., 1984) und werden neben kognitiven Einbul3en insbesondere fir
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Stérungen von Antrieb und Affekt verantwortlich gemacht. Der Neuronenverlust ist
besonders in den jeweiligen transmitter-produzierenden Kernen ersichtlich. Im
Vergleich zur Substantia nigra (Dopamin) zeigen AD Patienten einen vierfach
erhdohten Nervenzellverlust im Nucleus basalis (Acetylcholin) und im Locus coelerus
(Noradrenalin), sowie einen dreifach erhdhten Verlust in den dorsalen Raphe-Kernen
(Serotonin) (Lyness et al., 2003). Besonders betroffen vom Nervenzellverlust ist bei
der AD der fir die Gedachtniskonsolidierung zustandige Hippokampus (Hyman et al.,
1984; West et al., 1994; Fox et al., 1996).

Besondere Aufmerksamkeit wurde neben Acetylcholin dem glutamatergen System
geschenkt: Glutamat wirkt als erregender Neurotransmitter im ZNS auf ionotrope und
metabotrope Rezeptoren, wobei besonders die ionotropen NMDA- und AMPA-
Rezeptoren eine Schlisselrolle in der langandauernden Verstarkung der
synaptischen Ubertragung (LTP) innehaben (Lynch und Baudry, 1989; Collingridge
und Bliss, 1987; Tocco et al., 1992). Wahrend bei moderater Aktivierung Glutamat
die synaptische Ubertragung starken kann, wirkt es in hohen Mengen exzitotoxisch.
Durch postmortem Analysen wurde festgestellt, dass AD Patienten eine geringere
Glutamatrezeptorendichte im Vergleich zum Normalkollektiv aufweisen (Sasaki et al.,
1986; Lowe et al.,, 1989). Diese Befunde flhrten zur glutamatergen Hypothese
(Maragos et al., 1987) bzw. zum therapeutischen Einsatz des NMDA-Antagonisten
Memantin bei fortgeschrittener AD.

Von friher und tiefgreifender Neurodegeneration ist der entorhinale Cortex als
Verbindungsstlck zwischen Hippokampus und Neocortex betroffen: bereits im
Anfangsstadium leichter AD ist ein Neuronensterben von insgesamt 32% und bei
fortgeschrittener AD ein schichtenspezifischer Verlust von 70 % (/layer IV) bis hin zu
dramatischen 90% (/ayer Il) ersichtlich (Gémez-Isla et al., 1996).

In der Zusammenschau der hirnanatomischen Befunde Iasst sich im Rahmen einer
AD ein regionenspezifischer Nervenzelluntergang in katastrophalem Ausmal}
feststellen. Die Degeneration der Neuronen ist im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf
mit bloBem Auge als Atrophie gut erkennbar. Das im Schwinden begriffene Gehirn
eines AD Patienten zeigt tiefe und breite Sulci, die Gyri wirken verflacht und
schmaler, insbesondere im mediotemporalen und parietalen Bereich. Die Betonung
der kortikalen Atrophie kann allerdings individuell ausgepragt sein, mit beispielsweise
eher untypischen okzipitalen Gewebsschwund. Obwohl v.a. der Neocortex und die

tieferiegenden Kerne von atrophischen Prozessen betroffen sind, gilt es
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festzuhalten, dass auch die weille Substanz degeneriert. Durch MRT Aufnahmen
konnte beispielsweise eine Degeneration der weilden Substanz des Corpus Callosum
(CC), dem Verbindungsstick zwischen der linken und rechten Hemisphare,

festgestellt werden (Di Paola et al., 2010).

2.6.4.7 Immunologische Faktoren der Alzheimer Demenz

Durch den mikroskopischen Nachweis von molekularen Entziindungsindikatoren
(u.a. Zytokine, C-reaktives Protein), sowie Astrozyten und Mikroglia in
amyloidogenen Ablagerungen kam die Vermutung auf, dass immunologische und
gliale Prozesse eine maldgebliche Rolle in der AD Pathologie spielen (Ishii und Haga,
1976). Dabei wurde zunehmend der Verdacht formuliert, dass die inflammatorischen
Prozesse keine reine Begleiterscheinung der Neurodegeneration sind, sondern dass
diese vielmehr selbst mit zum Untergang der Neurone beitragen: beschadigte
Neurone, Neuriten, sowie AB l6sen eine entzindliche Reaktion aus und aktivieren
inflammatorische Mediatoren, die Uberexprimiert und im chronischen Verlauf zur
Nekrose fuhren (Akiyama et al., 2000; Eikelenboom und Stam, 1982; Eikelenboom et
al., 1988; McGeer et al., 1989). Durch fibrilldse Plagueentstehung werden
Komplementfaktoren aktiviert, die ihrerseits Mikroglia aktivieren, die wiederum zu
einer erhdhten Komplementproduktion (v.a. C1q, C2 und C3) flhren (Ishii et al.,
1988; Haga et al., 1993). Diese Komplementfaktoren ordnen sich um die AB-Plaques
an und unterstitzen diffuse Plaques offensichtlich in ihrer Umwandlung zu
neuritischen Plaques. Allerdings kommt es nicht nur durch Mikroglia, sondern auch
durch Astrozyten und den Neuronen selbst zur Produktion und Ausschittung von
Zytokinen, die im Verlauf autotoxisch wirken (McGeer et al., 1995). Exprimiert
werden dabei die Zytokine Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6), der Tumor-
Nekrose-Faktor a (TNF-a), sowie a2-Makroglobulin (Griffin et al., 1989; Bauer et al.,
1991; Licastro er al.,, 2000; Tarkowski et al., 1999). Neben den Zytokinen und
Komplementfaktoren kommen des Weiteren Akute-Phase-Proteine (z.B. C-reaktives
Protein) und Proteasen vor (Rogers et al., 1992; Kitaguchi et al., 1988) — insgesamt
wird ein heterogenes und breitgefachertes Spektrum immunologischer Proteine
aktiviert, die im Regelfall protektive Eigenschaften, falsch oder unreguliert allerdings
zellzerstorerische Wirkung haben. Die Degeneration von NB und Locus coelerus

konnte bei der chronischen Entziindungsreaktion unterstitzend wirken, da dem dort

30



produzierten Norepinephrin und Acetylcholin eine neuroprotektive Wirkung
zugeschrieben wird (Heneka und O'Banion, 2007).

Gliale Aktivierung spielt eine grof3e Rolle bei neuroimmunologischen Prozessen und
steht offenbar in kausaler Verbindung zum B-Amyloid: AB aktiviert gliale Zellen, die
ihrerseits wiederum durch die Aktivierung diverser Zytokine (z.B. IL-1 und bFGF) die
Synthese von APP und weiteren plaquebildenden Komponenten férdern (Araujo und
Cotman, 1992; Griffin et al., 1998; Apelt und Schliebs, 2001). Der durch gliale
Aktivierung ausgeloste Zytokin-Teufelskreis scheint wesentliche Beitrage zur
Degeneration der umliegenden Neurone beizusteuern.

Im Plasma sowie im Cerebrospinalfluid sind viele solcher immunologischen
Komponenten (beispielsweise a1-Antitrypsin (AAT), IL-6, oxidiertes low-density
Lipoprotein (oxLDL)) nachweisbar und werden als mdgliche unterstutzende Marker
fur eine AD diskutiert (Sun et al., 2003).

Die Entzindungshypothese der AD fand in den Medien zwischenzeitlich ein breites
Echo, u.a. weil die Pravalenz Demenzkranker unter Rheumatikern auffallend niedrig
erschien. Nichtsteroidalen Antirheumatika, die bei rheumatischen Erkrankungen
angewendet werden, wurde ein positiv protektiver Effekt zugeschrieben (Stewart et
al., 1997; McGeer et al., 1996; Kang und Grodstein, 2003). In anderen Studien
konnte diese Befundlage nicht repliziert werden (Fourrier et al., 1996; Prince et al.,
1998), wenngleich in einigen kognitiven Teilaufgaben ein moderater positiver Trend
auffiel. Dass neuroimmunologische Faktoren mehr als eine Begleiterscheinung im
zellschadigenden Prozess sind, ist in Anbetracht der Befundlage eine durchaus

plausible Annahme.

2.6.4.8 Oxidativer Stress und mitochondriale Dysfunktion

Beim oxidativen Stress handelt es sich um ein zellulares Ungleichgewicht zwischen
oxidativen und reduktiven Prozessen zugunsten der oxidativen Reaktionen. Durch
sauerstoffabhdngige Redoxreaktionen werden reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
gebildet, die in der Folge als freie Radikale ihre Elektronenlicke aufzuflllen
versuchen, und dabei Zellmembran, Proteine, Enzyme und die DNA verandern.
Wahrend in der gesunden Zelle ein effizientes System von Antioxidanten diese
Veranderungen reguliert, ist unter pathologischen Konditionen die Ausbalancierung

der oxidativen Reaktionen nicht immer mdglich. ROS werden von Immunzellen, aber
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auch als Nebenprodukt der Zellatmung in den Mitochondrien gebildet. Bereits in den
90er Jahren verdichteten sich die Hinweise darauf, dass oxidativer Stress nicht nur
im Rahmen des normalen Altersprozesses auftritt, sondern auch eine
neuronenschadigende Rolle im Pathomechnismus der AD einnimmt (Mecocci et al.,
1994; Good et al., 1996; Markesbery et al., 1997; Markesbery, 1999; Nunomura et
al., 1999; Christen, 2000).

Fir die oxidative-Stress-Hypothese sprechen mehrere Befunde: zum einen wurde in
postmortem Analysen von Alzheimer-Gehirnen eine erhdhte oxidative Schadigung
von Proteinen, Lipiden, DNA, nDNA und mtDNA festgestellt, zum anderen fand sich
verminderte enzymatische Antioxidant-Aktivitat unterschiedlicher Oxidoreduktasen
(Markesbery, 1997; Parker et al.,1990).

Weitere Befunde zeigen einen kausale Verbindung zwischen Amyloid-Beta (1-42),
ApoE und oxidativen Stress auf: AB (1-42) scheint in die Generierung von den
schadlichen freien Radikalen involviert, wohingegen den ApoE-Proteinen
antioxidantische Kapazitat nachgewiesen wurde, die allelabhangig unterschiedlich
stark ausgepragt ist (Varadarajan et al., 2000; Butterfield et al., 2001; Butterfield,
2002). Passenderweise konnte die €4-Isoform mit der geringsten antioxidierenden
Aktivitat assoziiert werden (Antioxidante Kapazitat: €2>¢3>¢4) (Lauderback et al.,
2002).

Mecocci et al. stellte eine im Vergleich zu gesunden Gleichaltrigen dreifach erhdhte
Menge an 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosin (OH8dG) in der mtDNA im parietalen Cortex
von AD-Patienten fest (Mecocci et al., 1997). Veranderungen der mitochondrialen
DNA bzw. in Mitochondrien-assoziierten-Enzymen werde als Hauptursache fur die
Generierung von freien Radikalen in der AD diskutiert (Smith et al., 2000; Mancuso et
al., 2008; Gerschutz et al., 2013).

Tatsachlich sprechen einige Befunde fur eine mitochondriale Fehlfunktion im
alzheimer'schen Phanotyp: veranderte mitochondriale Strukturen, ebenso wie
veranderte enzymatische Aktivitdt von mitochondrialen Enzymen (beispielsweise
Cytochrom-c-Oxidase (COX), a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex (OGDC) und
Pyruvatdehydrogenase-Komplex) konnten in AD-Patienten nachgewiesen werden
(Oreland und Gottfries, 1986; Hirai et al., 2001). Diese enzymatische und
mitochondriale Fehlregulierung, die in der Folge zu schwerwiegenden zellularen

Schaden durch oxidativen Stress fuhrt, scheint u.a. durch erhdhte AB-Produktion
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begunstigt zu werden (Manczak et al., 2011; Calkins und Reddy, 2011; Reddy, 2009;
Wang et al., 2009).

2.6.4.9 Vaskulare Komponenten der Alzheimer Demenz

Eine Vielzahl von Untersuchungen lassen einen Zusammenhang zwischen
vaskularen Veranderungen und der AD vermuten. Epidemiologische Studien konnten
zeigen, dass vaskulare Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus
und Hypercholesterinamie eine Rolle in der Pathogenese der AD einnehmen und
eine schnellere Krankheitsprogression bei AD-Patienten bedingen (Helzner et al.,
2009; Kume et al., 2011). Desgleichen konnte in diversen Studien gezeigt werden,
dass AD Uberzufallig haufig in Koinzidenz mit kardiovaskularen Erkrankungen auftritt
(Breteler et al., 2000; Aguero-Torres et al., 2006). Weiterhin zeigte sich in
histopathologischen Untersuchungen eine signifikant hohere Anzahl an vaskularen
Lasionen in Gehirnen von AD-Patienten verglichen mit gesunden Kontrollgehirnen,
wahrend sich jedoch keine Korrelation zwischen der Schwere der AD (Braak-
Stadien) und den zerebrovaskularen Veranderungen feststellen liel3 (Jellinger und
Attems, 2006).

Trotz mannigfaltiger Studienlage ist die Beteiligung der vaskularen Komponenten in
der Pathogenese der AD bislang nicht hinreichend geklart. So konnte in einer
kirzlich veroffentlichen Studie beispielsweise keine signifikante Assoziation zwischen
der AD und zerebrovaskularer Dysfunktion festgestellt werden (Spies et al., 2014).
Der aktuelle Forschungsstand lasst vermuten, dass eine ,reine“ AD ohne vaskulare
Beteiligung weniger haufig auftritt als bisher angenommen. Es ist gegenwartig nicht
abschlielRend geklart, welche Rolle vaskulare Dysfunktionen in Ausbruch und

Progression der Erkrankung innehaben.
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2.7 Genetik der Alzheimer Demenz

Da Alzheimer haufig bei Patienten mit belasteter Familienanamnese zu beobachten
ist, wurde bereits Anfang des letzten Jahrhunderts ein Zusammenhang zwischen
genetischer Pradisposition und AD vermutet. Technologische Fortschritte erlaubten
sukzessive einen verbesserten Zugang zur Erbinformation. Inzwischen ist die
Identifizierung autosomal-dominanter Erbgange gelungen, die zur selteneren
familiGren Form der AD (FAD) fuhren. Im Gegenzug dazu stehen eine Reihe weiterer
genetischer Variationen, die zur verbreiteteren sporadischen Form der AD flhren.
Die familiare Form imponiert mit einem friGhen Erkrankungsbeginn (<65 Jahre) und
einer raschen Progredienz. Die FAD wird haufig durch Einzelgenmutationen bedingt
und ist mehrheitlich vollstandig penetrant.

Der sporadischen Form der AD liegt hingegen kein monogener Defekt zugrunde. Die
phanotypische Krankheitsmanifestation kann erstmals in unbelasteten Familien
auftreten und bricht Ublicherweise bei Uber-65-Jahrigen aus (late-onset Alzheimer’s
Disease, LOAD). In weniger haufigen Fallen manifestiert sich die sporadische Form
bereits im Prasenium, tritt im Gegensatz zur FAD jedoch ohne autosomal-dominant
vererbte Mutationen auf (sporadic early-onset Alzheimer’s Disease, EOAD)
(Bagyinszky et al., 2014). Zweifelsohne spielt die genetische Pradisposition auch im
Patientenkollektiv der sporadischen Form eine wichtige Rolle: wenngleich es bei der
sporadischen Form der AD haufig keine augenscheinlich belastete
Familienanamnese gibt, konnten verschiedene genetische Loci ausfindig gemacht
werden, die die Suszeptibilitat fir AD erhdhen. Trager einer bestimmten Isoform
eines Risikogens haben somit im Vergleich zum Normalkollektiv ein erhéhtes Risiko,
an der sporadischen Form der AD zu erkranken. Zu diesen bisher identifizierten Loci
gehoren neben dem bekannterem Apolipoprotein-E4 (ApoE4) auch das PICALM-
Gen (phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein) und das ApolipoproteinJ
(Apod oder Clusterin (CLU)) (Harold et al., 2009; Sanan et al., 1994).

Insgesamt ist die AD genetisch heterogen, verschiedene Mutationen und genetische
Variationen konnen einem unterschiedlichen alzheimer'schen Phanotyp zugrunde
liegen (Tabelle 2.6 und 2.7). Eine prasymptomatische Diagnose der FAD, sowie die
ApoE-Genotypisierung fir die LOAD waren mdglich, sind allerdings — nicht zuletzt
wegen mangelnder therapeutischer Mallnahmen - umstritten. Eine APOE-

Genotypisierung zur AD-Diagnostik wird momentan nicht empfohlen, wahrend eine
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humangenetische Beratung bei den Angehérigen eines FAD-Falles sicherlich von
Nutzen fur die weitere Lebensplanung sein kann (Forstl, 2009). Unabhangig vom
fragwilrdigen diagnostischen Nutzen ist die Gendiagnostik gerade flr das
Verstandnis der Erkrankung und der Entwicklung therapeutischer Interventionen

unerlasslich.

Tab. 2.6: Bekannte genetische Variationen der FAD

Phanotyp Gen Protein ChronTnos_o LS Risikofaktor
Lokalisation
FAD Uberzahlige Kopie,
’ APP APP 21921 Missense-

Down-Syndrom .
Mutationen

FAD PSEN1 PS1 14q24.3 BSOS
Mutationen

FAD PSEN2 PS2 1q31-a42 Missense-
Mutationen

2.7.1 Familiare Form der Alzheimer Demenz

Die autosomal-dominante Form der AD tritt in der Regel vergleichsweise friih (age at
onset <60 Jahren) auf, und ist auf ein kleineres Patientenkollektiv von rund 1%-5%
beschrankt (Rogaeva, 2002). Drei verantwortliche Gene sind durch
Kopplungsanalysen identifiziert worden. Es handelt sich dabei um Prasenilin-1,

Prasenilin-2 und das Amyloid-Precursor-Protein.

2.7.1.1 Prasenilin-1 und Prasenilin-2

Die genetischen Mutationen der Transmembranproteine Prasenilin-1 und Prasenilin-
2 wurden Anfang bzw. Mitte der 90er Jahre identifiziert und mit der AD in kausale
Verbindung gebracht (Mullan et al., 1992; Schellenberg et al., 1992; Sherrington et
al., 1995; Levy-Lahad et al., 1995).

Prasenilin-1 (PSEN1) konnte auf dem g-Arm des Chromosoms 14 (14924.3)
lokalisiert werden (Levy-Lahad et al., 1995; Cruts et al., 1996). Prasenilin-2 (PSENZ2)
wurde kurze Zeit spater auf den g-Arm des 1. Chromosoms (1931-q42) gefunden
(Levy-Lahad et al., 1995; Cruts et al., 1996).

197 Mutationen im PSEN1 wurden inzwischen bei Patienten mit EOAD identifiziert
(Molgen, Stand November 2014; Cruts et al., 2012); diese Mutationen verantworten

den Uberwiegenden Teil der seltenen familiaren AD und werden mit einem
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besonders friihen Krankheitsbeginn zwischen 32 und 56 Jahren (Durchschnittsalter
bei Krankheitsausbruch liegt bei etwa 46 Jahren) assoziiert. Bei der seltenen L235P
Mutation (Austausch von Leucin durch Prolin bei Position 235) kommt es zu einem
besonders frihen Erkrankungsbeginn mit rund 32 Jahren.

In den meisten Fallen handelt es sich bei den Mutationen im PSEN1-Gen um
Missense-Mutationen, d.h. durch den punktuellen Austausch einer einzelnen
Nukleinbase wird fur eine andere Aminosaure (AS) codiert. Die bislang erforschten
Mutationen scheinen alle vollstandig penetrant zu sein, d.h. bei Tragern solcher
Mutationen kommt es in jedem Fall zur Auspragung des zugehdrigen Phanotyps.
Rund 6 Jahre nach ihrem Ausbruch fuhrt die durch Mutationen im PSEN1 ausgeldste
AD zum Tod. PSEN1-Mutationen zeichnen sich klinisch demnach neben einem
dramatisch frihen Krankheitsbeginn auch durch eine rasche Progredienz aus.

Bei PSEN2 wurden bislang 20 Mutationen identifiziert (Molgen, Stand November
2014; Cruts et al., 2012). PSEN2 wurde aufgrund seiner Homologie zu PSEN1 auf
Chromosom 1 lokalisiert und mit der AD in kausale Verbindung gebracht (Rogaev et
al., 1995; Levy-Lahad, 1995). Bei den bislang identifizierten Mutationen im PSEN2-
Gen handelt es sich wiederum vorwiegend um Missense-Mutationen. So wird bei der
bekannten, in der wolgadeutschen Population gefundenen Missense-Mutation
.,N1411¢, beispielsweise die AS Asparagin durch die AS lIsoleucin bei Position 141
ersetzt (Levy-Lahad, 1995). Die verschiedenen Mutationen werden mit
unterschiedlichen klinischen Phanotypen assoziiert, wobei diese flir die AD atypisch
erscheinen  kénnen. Bei einigen Mutationen Uberwiegen tiefgreifende
Verhaltensdefizite, bei anderen Uberwiegen die kognitiven EinbulRen (z.B. Piscopo et
al., 2008). Insgesamt gehen Mutationen im PSEN2 mit einem Krankheitsbeginn
zwischen 40-75 Jahren einher und scheinen nicht vollstandig penetrant zu sein
(Sleegers et al.,, 2004; Campion et al., 1999): zwei Trager der ,wolgadeutschen”
Mutation entwickelten auch mit Gber 80 Jahren keine Krankheitssymptome (Raux et
al., 2005; Jayadev et al., 2010). Die mittlere Krankheitsdauer liegt bei 7,6 Jahren.
Verglichen mit den PSEN1-Mutationen handelt es sich bei den mit PSEN2
assoziierten Krankheitsbildern um eine mildere Form der AD.

Praseniline zahlen zu den Transmembranproteinen, die ubiquitdr im Organismus
exprimiert und alternativ gesplei3t werden, aber vorwiegend im endoplasmatischen
Reticulum und im Golgi-Apparat der Nervenzellen vorkommen. Zusammen mit

weiteren Proteinen (Nicastrin, Prasenilin-Enhancer-2 (PEN-2) und Anterior Pharynx-
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defective 1 (APH-1)) bilden sie den Gamma-Sekretase-Komplex (Kopan und Goate,
2002). Weitere physiologische Funktionen sind noch relativ unklar. Die y-Sekretase
spielt gemeinsam mit der B-Sekretase eine tragende Rolle bei der AB-Prozessierung:
indem sie aus dem APP die kleineren, neurotoxischen Bruchsticke schneiden,
generieren sie die fur die AD typischen AB-Plaques. Die y-Sekretase fuhrt dabei den
letzten entscheidenden Schnitt aus, indem sie innerhalb der Transmembrandomane
aus dem von der B-Sekretase generierten Bruchstlick das kleine 39-42 AS lange AR
schneidet. Dies lasst darauf schlieen, dass Prasenilin eine maligebliche Rolle in der
Regulierung der y-Sekretase-Aktivitat und somit in der AD-Pathologie innehat. Neben
der Bildung des y-Sekretase-Komplexes spielen die Praseniline auch eine wichtige
Rolle in der Embryonalentwicklung und sind an der Spaltung von Notch beteiligt
(Chen und Schubert, 2002). Insgesamt ist die vollstandige Funktion der Praseniline
noch nicht erschopfend geklart.

Zusammenfassend lasst sich demnach feststellen, dass Prasenilin in engen
kausalem Zusammenhang mit der hochregulierten Freisetzung von AB steht. Sowohl
Prasenilin-1, als auch Prasenilin-2 erhdhen die Prozessierung von neurotoxischen

AB-Plaques und unterstitzen somit die Hypothese der amyloidogenen Pathogenese.

2.7.1.2. Amyloid Precursor Protein

Als erstes Gen ursachlich fur die EOAD wurde 1991 das APP-Gen lokalisiert (Goate
et al., 1991). Das APP-Gen liegt auf Chromosom 21 (21g21.3), besteht aus 19 Exons
und nimmt dabei einen Bereich von 400 Kilobasen ein (Lamb et al., 1993).

Durch alternatives mRNA-Spleien und posttranslationale Modifikationen werden
unterschiedliche APP-Isoformen von verschiedener Aminosaurenlange hergestelit.
Neben den ubiquitar vorkommenden 770 und 751 AS-langen Isoformen, kommt in
Neuronen v.a. eine 695 AS-lange Spleilvariante (APP695) vor (Tanaka et al., 1988).
Das APP besitzt sowohl einen grofden, N-terminalen extrazellularen, sowie einen
kleineren, C-terminalen intrazellularen Anteil. Es wird durch verschiedene Enzyme
prozessiert und in kleinere Peptide geschnitten. Durch die drei Sekretasen (a-, B- und
y-Sekretase) durchlauft das APP eine mehrfache proteolytische Spaltung. Aus trans-
und extrazellularen Bereichen des APPs wird das AB geschnitten (Kang et al., 1987;
Selkoe et al., 1988), wobei nur bei der Prozessierung durch die -, und y-Sekretase

(nicht aber durch die a-Sekretase) das neurotoxische AB freigesetzt wird (Abbildung
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2.3). Die nicht-toxisch wirkenden Fragmente, die aus dieser Prozessierung
hervorgehen, werden als sekretorisches APPa (sAPPa), respektive als
sekretorisches APP[3 (sAPP) bezeichnet.

sAPPa sAPPS

a-Sekretase B-Sekretase y-Sekretase

< — — gl

extrazellular

Zellmembran | |

intrazellular

Amyloid Precursor Protein

Abbildung 2.3: Die Prozessierung von APP

34 Mutationen im APP-Gen, die den alzheimer'schen Phanotyp bedingen, konnten
bislang identifiziert werden (Molgen, Stand November 2014; Cruts et al., 2012). Bei
den betroffenen Personen bricht die AD im Mittel mit 50,7 Jahren aus (Molgen, Stand
November 2014; Cruts et al., 2012).

Durch Missense-Mutationen innerhalb des AB oder in unmittelbarer Nahe der
Sekretase-Schnittstellen kommt es zu einer verstarkten Spaltung an der betroffenen
Stelle (Citron et al.,, 1992) und infolgedessen zur vermehrten bzw. veranderten
Prozessierung des Vorlauferproteins: dies fuhrt zu einem deutlichem Anstieg von AR
(Scheuner et al., 1996; Mullan et al., 1992; Nilsberth et al., 2001; Haass et al., 1995;
Johnston et al., 1994; Citron et al.,, 1994; Suzuki et al., 1994). Bei den bislang
identifizierten APP-Mutationen handelt es sich haufig um Punktmutationen. Die
haufigste Mutation (V7171), tauscht die AS Valin mit der AS Isoleucin bei Position 717
aus.

Bei der Chromosomenabberation Trisomie 21 liegt das APP-Gen in dreifacher
Ausflhrung vor. Die erhdhte Gendosis fuhrt bei den Betroffenen bereits in jungen
Jahren zu einer erhohten Plaqueproduktion und alzheimerahnlichen Symptomen
(Holland und Oliver, 1995; Hirabayashi et al., 1979).
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Abschlie3end lasst sich feststellen, dass ebenso wie beim Prasenilin, Mutationen im
APP-Gen zu einer vermehrten Generierung des neurotoxischen A fuhren, und so

eine amyloidogene Pathogenese der AD unterstutzen.

2.7.2 Sporadische Form der AD

Die Mehrzahl der von AD betroffenen Personen leidet an der sporadischen Form der
AD. Im Gegenzug zur familiaren folgt diese keinem monogenetischen Erbgang,
sondern wird auf genetischer Ebene vermutlich von einer Vielzahl an
Suszeptibiliatsgenen beglnstigt (Tabelle 2.7). Diese genetischen Loci steigern bei
homo- beziehungsweise heterozygoten Tragern das relative Erkrankungsrisiko und
sind durch genomweite Assoziationsstudien (GWA) lokalisiert worden. Im Vergleich

zur familiaren Form tritt die sporadische AD spater auf.

2.7.2.1 Aktuelle Suszeptibilitaitsgene

Das APOE-Gen findet sich auf Chromosom 19 (19q13.2) und liegt in mindestens drei
Allel-Varianten vor (€2, €3, €4). Die drei Allel-Formen codieren flr drei verschiedene
Protein-Isoformen (E2, E3, E4), die sich in jeweils einer AS unterscheiden. Die
unterschiedlichen Varianten setzen ihre Trager einem ungleich erhdhtem bzw. einem
erniedrigtem Erkrankungsrisiko aus: Hetero- bzw. Homozygotie erhdht bei den
jeweiligen Tragern das relative Erkrankungsrisiko um 20% - 90% (Corder et al., 1993;
Saunders et al., 1993; Strittmatter et al., 1993). Der €2-Variante wird hingegen ein
protektiver Effekt zugeschrieben, da Trager dieses Genotyps mit einem geringerem
Erkrankungsrisiko assoziiert wurden (Corder et al., 1994), wahrend das E3-Allel
insgesamt in homozygoter Ausfihrung am haufigsten in der gesunden Bevolkerung
vorkommt.

ApoE wird vorwiegend von Astrozyten synthetisiert und spielt eine maf3gebliche Rolle
bei neuronalen Reparatur- und Regenerationsprozessen, wobei die verschiedenen
Isoformen unterschiedlich agieren: ApoE4 weist in vitro eine defizitare Entwicklung im
Vergleich zu ApoE3 auf (Holtzman et al., 1995). Darlber hinaus Kkorreliert eine
erhdhte ApoE4-Gendosis mit vermehrten Amyloidablagerungen (Schmechel et al.,
1993). ApoE4 bindet auRerdem an das Protein Tau und kdnnte somit in kausalem

Zusammenhang mit der neurofibrillidaren Bildung stehen (Strittmatter et al., 1994).
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Wenngleich das homo- bzw. heterozygote Vorliegen des e4-Allels das relative
Erkrankungsrisiko erhoht, kann es weder als eine hinreichende, noch notwendige
Bedingung der AD verstanden werden: nicht alle AD-Patienten sind ApoE4-Trager
bzw. nicht alle ApoE4-Trager entwickeln den AD-Phanotyp (Kounnas et al., 1995;
Rebeck et al., 1994). Verglichen mit dem gelaufigerem €3- Allel setzt das €4- Allel
seine heterozygoten Trager einem dreifach erhohtem, seine homozygoten Trager
einem bis aufs zwdlffach erhdhte Erkrankungsrisiko aus (Ashford, 2004).

In den letzten Jahren wurden durch genomweite Assoziationsstudien (GWA) weitere
Kandidatengene lokalisiert. Mit der LOAD assoziierte SNPs (single nucleotid
polymorphisms) wurden in diversen Genen gefunden, wobei nicht jeder Befund
repliziert werden konnte. Unter den interessantesten potenziellen Risikogenen findet
sich neben BIN1 (bridging integrator 1) (Seshadri et al., 2010; Hu et al., 2011), CR1
(complement receptor 1) (Lambert et al., 2009) und SORL1 (sortilin-related receptor
L (DLR class) A repeats-containing) (Rogaeva et al., 2007) auch CLU (Harold et al.,
2009; Lambert et al., 2009) und PICALM (Harold et al., 2009). Die Proteine dieser
Gene sind vielfaltig tatig, u.a. in der Immun- und Entzindungsreaktion (Clusterin,
CR1), im Lipidstoffwechsel (Clusterin) und in der Regulierung von APP (SORL1).
Tatsachlich Uberschneidet sich der Wirkungsbereich einiger Proteine mit den bislang
bekannten Pathomechanismen der AD, so fuhrt eine veminderte Expression von
SORL1 beispielsweise zu einer verstarkten ApR-Ablagerung in Mausen (Andersen et
al., 2005). Grundsatzlich bedarf es weiterer Studien, um den pathogenen Effekt auf

den alzheimer‘schen Phanotyp dieser Gene zu verstehen.
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Tab.2.7: Aktuelle Suszeptibilitidtsgene der sporadischen AD (Alzgene, 1996; Stand

November 2014)
Gen Protein Méglicher Patho- Lokalisierung
IMechanismus (Mutation/SNP)
ABCA7 ATP-Binding Cholesterinstoffwechsel, | Intron
Cassette, Sub- Immunsystem, APP- rs3764650
Family A, Member 7 | Prozessierung
APOE Apolipoprotein E Cholesterin- und Exon
Lipidstoffwechsel, AB- rs7412
Aggregation, rs429358
entzindliche Prozesse
ATXN1 Ataxin 1 Amyloid B pathway Intron
rs179944
BIN1 Bridging integrator 1 | Amyloid B pathway Upstream
rs744373
rs12989701
CD33 Cluster of Amyloid B pathway; Upstream
differentiation 33 Immunsystem rs3865444
CD2AP CD2-Associated Synaptische Intron
Protein Dysfunktion, Aktin, rs9349407
Zytoskelett
CLU Clusterin Anti-apopototisches Intron
(Apolipoprotein J) Signal, Schutz vor rs1136000
oxidativem Stress,
Aggregation und
entzundlichen
Prozessen —
Uberexpression in AD
als neuroprotektive
Antwort auf neuronale
Schaden
CR1 Complement Immunsystem, Amyloid | Intron
component (3b/4b) B pathway rs6656401
receptor 1
EPHA1 Ephrin Type-A Immunsystem Upstream
Receptor 1 rs11767557
MS4A4E, Membrane-spanning | Immunsystem Downstream UTR 3’
MS4A6A 4-domains, prime rs670139
subfamily A, member rs610932
6A
PICALM Phosphatidylinositol | Fehlregulierung der Upstream
binding clathrin Clathrin-abhangigen rs3851179
assembly molecule Endozytose —
Fehlregulation von APP
— Amyloidbildung; AB-
Transport und Abbau
SORLA1 Sortilin-Related Verminderte APOE- > 40 SNPs

receptor L (DLR
class) A repeats
containing

Rezeptor Expression —

Fehlregulierung von
APP

UTR = untranslatierter Bereich
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2.8 RNA-bindende Proteine

Das Funktionieren einer Zelle hangt von der korrekten Expression protein-
kodierender und nicht-kodierender RNAs ab. Die richtige Prozessierung der RNA ist
maldgeblich fur eine funktional korrekt verlaufende Genexpression. In der Zelle tritt
die RNA typischerweise als Ribonukleoproteinkomplex auf, bestehend aus einer oder
mehreren RNAs und einer multiplen Anzahl an RNA-bindenden Proteinen. RNA-
bindende Proteine (RBP), wie heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (hnRNP)
oder auch embryonic lethal abnormal vision-like Proteine (ELAVL), Ubernehmen
dabei nicht nur wichtige Aufgaben wie Transport und Lokalisierung der RNA, sondern
sind insbesondere bei der posttranskriptionalen Prozessierung von groler
Bedeutung: RBPs regulieren und kontrollieren u.a. SpleiRvorgange, die
Polyadenylierung, die mRNA-Stabilisierung und den Translationsvorgang. In der
Zelle muss das Zusammenspiel einer groRen Vielfalt an RNAs und RBPs korrekt
dirigiert werden. Mutationen, die auch nur einen dieser RNP-Komponenten betreffen,
kénnen zu fehlerhaften Verhalten des gesamten Komplexes fuhren (Lukong et al.,
2008).

50% der bekannten Mutationen in RBPs fuhren zu schwerwiegenden Erkrankungen
(Cooper et al., 2009; Licatalosi und Darnell, 2010). Klinisch handelt es sich dabei
neben anderen Krankheitsbildern insbesondere um  neurodegenerative
Erkrankungen, da RBPs v.a. im Gehirn exprimiert werden und dort u.a. den
alternativen Splei3prozess koordinieren. Spleil3prozesse mussen gleichzeitig schnell
und prazise ablaufen. Die Fehlerquellen sind mannigfaltig: Defekte sowohl in der
RNA als auch in den RBPs, oder in den Faktoren, die fur die Interaktion zwischen
den beiden zustandig sind, kdnnen schwerwiegende Folgen nach sich ziehen. So
konnen mutierte RBPs beispielsweise ihre eigentliche Funktion nicht mehr ausiben
(loss-of-function) oder aber die RNAs entwickeln zusatzliche Eigenschaften (gain-of-
function; wenn beispielsweise Mikrosatelliten in mMRNA Ubersetzt werden) die zu
einer fehlerhaften Verarbeitung durch die RNPs fihren (Lukong et al., 2008).

Eine vergleichsweise kleine Auswahl bekannter Erkrankungen, die durch Beteiligung
von RNA-verarbeitenden Elementen hervorgerufen werden, ist in Tabelle 2.8

aufgelistet.
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Tab.2.8: RNA/RBP-assoziierte Erkrankungen (modifiziert nach Cooper et al., 2009; Licatalosi

und Darnell, 2010)

Phanotyp

Mutiertes Gen

Funktion

Dyskeratosis congenita (autosomal-
dominant oder X-linked)

TERC und TERT
(autosomal-dominant)
DKC1 (X-linked)

Telomerase-Aktivitat
Translation

Prader Willi Syndrom SNORD116 Biogenese Ribosomen
. Translation/mRNA

Fragile X Syndrom FMR1 Lokalisation

Spinale Muskelatrophie SMN2 SpleiRen

Muskeldystrophie Typ 1

DMPK (RNA gain of
function)

Proteinkinase

Muskeldystrophie Typ 2

ZNF9 (RNA gain of
function)

RNA-Bindung

Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)

TARDBP

SpleiRen, Transkription

JPH3 (RNA gain of

Huntigton disease-like 2 (HDL2) . lonenkanale
function)
o PRPF31, PRPFS, :
Retinitis pigmentosa (RP) HPRP3, PAP1 SpleiRen
Spinozerebellire Ataxie 8 (SCA8) | ATXNS/ATXNBOS (RNA | Translation/mRNA
gain of function) Lokalisation
: Translation
Leukoencephalopathie DARS2 (Mitochondrien)
Okulopharyngeale Muskeldystrophie | PABPN1 3' Ende-Formation
Autismus 7922-933 Nicht-kodierende RNA
Beckwith-Wiedemann Syndrom H19 Nicht-kodierende RNA
(BWS)
Charcot-Marie-Tooth Disease (CMT) | GRS /YRS Translation
Ribosomale Biogenese
MELAS-Syndrom MTRNR1 (Mitochondrien)
Frontotemporale Lobardegeneration .
mit Parkinsonismus (FTDP-17) MAPT Spleilten
Neurofibramotose Typ 1 (NF1) NF1 SpleiRen
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Die Verarbeitung der RNA ist ein kritisches Moment in der zellularen Maschinerie;
RBPs sind in praktisch jedem Schritt der RNA-Verarbeitung involviert und
koordinieren das komplizierte Zusammenspiel von RNA-Protein- und Protein-Protein-
Interaktionen (Keene, 2007; Glisovic et al., 2008).

Dass alternatives Spleillen auch in Erkrankungen aus dem demenziellen
Formenkreis eine Rolle spielt, ist insbesondere durch das MAPT-Gen offensichtlich:
Mutationen in diesem Gen fuhren zu veranderten SpleiRbedingungen und in der
Folge zu FTLD (Coppola et al., 2012).

Ein einziges betroffenes RNA-bindendes Protein kann viele alternativ gespleilite
Transkripte betreffen und in der Folge zu schwerwiegenden, phanotypisch
erkennbaren Defiziten fuhren.

Insgesamt lasst sich die grof3e Anzahl von RNA-bindenden Proteinen fur eine breite
Auswahl an Erkrankungen verantwortlich machen, die von Krebserkrankungen bis

hin zum demenziellen Phanotypen reicht.

2.9 SpleiRen

In der eukaryotischen Zelle entsteht bei der Genexpression als erstes Produkt des
Transkriptionsprozesses die pra-mRNA bzw. die hnRNA (heterogeneous nuclear
ribonucleic acid). Im Gegensatz zur prokaryotischen Zelle sind diese
Primartranskripte noch keine reifen mRNAs und muissen verschiedene
prozessierende Ereignisse durchlaufen, bevor die reife RNA ihre Funktion ausiben
kann. Die ungespleildte pra-mRNA ist das 1:1 Transkriptom der DNA und besteht aus
Introns und Exons. Die nicht-codierenden Introns werden vor der Translation entfernt,
damit funktionelle Proteine synthetisiert werden kénnen.

Bei vermuteten 20.000 - 25.000 menschlichen Genen (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2004; Lander et al., 2001) und etwa 100.000 verschiedenen
menschlichen Proteinen, muss es Mechanismen geben, die die Proteinvielfalt
gewahrleisten. Durch alternatives Splei3en kann ein einziges Transkript alternativen
SpleiBwegen folgen und zu unterschiedlichen mMRNAs prozessiert werden (Matlin et
al., 2005; Smith und Valcarcel, 2000). Die unterschiedlichen mRNAs flhren zur
Synthese verschiedener Proteine und gewahrleisten somit eine Proteomvielfalt, die

die Anzahl der menschlichen Gene ubertrifft. Inzwischen kann davon ausgegangen
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werden, dass rund 95% der Gene alternativ gespleil3t werden, mehr als bisher
angenommen (Pan et al., 2008).

Durch die RNA-Polymerase Il wird die DNA-Sequenzvorlage transkribiert. Die
synthetisierten RNAs erhalten eine Cap-Struktur, d.h. am 5' Ende wird ein 7-
Methylguanosin-Triphosphat angehangt. Diese Reaktion erhdht die Stabilitat der
RNA, verhindert deren Abbau, ermdglicht den Transport durch die Kernpore und
unterstitzt das Anheften an die Ribosomen. Neben dem capping kommt es am 3'
Ende der RNA durch das Anhangen von Adenylresten zur sog. Polyadenylierung.
Die genaue Funktion der Polyadenylierung ist noch nicht geklart, vermutlich tragt sie
zum Schutz vor Abbau durch Enzyme bei.

Nach oder bereits wahrend des Transkriptionsvorganges und unabhéangig von den
anderen Prozessierungsschritten kommt es an der RNA zu SpleiRvorgangen: Introns
werden entfernt und angrenzende, sowie alternativ ausgewahlte Exons,
zusammengefugt. In chemischer Hinsicht handelt es sich beim Spleiken um eine
doppelte Umesterung (Guthrie und Patterson, 1988), die an sich fur die Zelle keine
aufwandige Arbeit darstellt. Aufwandig und von grofRer Energieleistung gestaltet sich
der SpleiRvorgang allerdings aufgrund der betrachtlichen Entfernung von haufig bis
zu mehreren Kilobasen zwischen den Exons, sowie der korrekten Erkennung der
Spleillstelle. Kryptische Spleildstellen missen vom SpleiRapparat Uberlesen werden,
Exons durfen hingegen nicht ausgelassen werden.

Beim SpleiRvorgang handelt es sich um eine zweischrittige Prozessierung: diese
beginnt mit der Spaltung an der 5'-Intron-Exon-Spleif3stelle und resultiert aus dem
nukleophilen  Angriff der  2'-Hydroxylgruppe des hoch  konservierten
Adenosinnukleotids auf die Phosphodiesterbindung der 5'-Spleildstelle. Durch den
Angriff der Hydroxylgruppe kommt es zur Spaltung der Phosphodiesterbindung. Dies
fuhrt zur Bildung einer neuen 2'-5-Phosphodiesterbindung, wodurch das erste
Nukleotid des Introns mit dem Adenosin verknlpft wird. Durch diese Abspaltung
bildet sich eine rliickwartsgerichtete Schleife, die sogenannte Lassostruktur (Lariat).
Ist dieser Schritt abgeschlossen, kommt es durch eine zweite Umesterung zur
Abspaltung der 3'-Spleistelle und zur Verknlipfung der beiden Exons. Die 3'-OH-
Gruppe greift die Phosphodiesterbindung an der 3'-Spleil3stelle an, spaltet diese ab
und setzt damit das in Lassostruktur vorliegende Intron frei. Parallel dazu kommt es

zur Zusammenfuhrung vom 3'-Ende des im ersten Schritt abgespaltenen Exons mit
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dem neuen 5'-Ende des zweiten Exons. Mit der Verknlipfung der beiden isolierten

Exons ist der Spleifldvorgang abgeschlossen.

2.9.1 SpleiRosom

Die wichtigsten Komponenten des eukaryotischen SpleiRapparates sind die shRNAs
(U1, U2, U4, U5, U6), die gemeinsam mit Proteinen kleine, nukleare
Ribonukleoproteine (snRNPs) bilden (Will und Lihrmann, 2001; Abbildung 2.4).
snRNPs und weitere Proteine heften sich fur das Entfernen eines Introns an das
Transkript und setzen durch eine Reihe von energieaufwandigen Mechanismen den
Spleilosom-Komplex zusammen. Bislang konnte die Spleildreaktion nicht vollstandig
verstanden werden, klar scheint jedoch, dass das Geflige der snRNPs die beiden
Spleillstellen und die Verzweigungsstelle des Introns in unmittelbare Nahe
zueinander bringt: um die SpleilRaktivitat zu initiieren, bindet der Commitment-
Komplex, bestehend aus U1-snRNP, an die 5'-Spleil3stelle. Diese Bindung erleichtert
einerseits dem Proteinfaktor U2 snRNP auxiliary factor (U2AF) die Erkennung der
Polypyrimidinsequenz und der 3'-Spleil’stelle, andererseits fuhrt die Interaktion von
U2AF und SF1 (Spleil3faktor 1) zur Erkennung des Verzweigungspunktes (branch
site). Im Anschluss daran, bindet U2-snRNP an die 5'-Splei3stelle und bringt die 5'-
Spleil’stelle nah an die branch site. Aus diesem Praspleilosomkomplex
(commitment-Komplex und U2-snRNP) bildet sich durch Anbindung des U4/U6-
snRNP und des U5-snRNP der vollstandige SpleiRosom-Komplex. Durch weitere
Wechselwirkungen wird die 3'-Schnittstelle zur 5'-Splei3stelle und der
Verzweigungsstelle gebracht. Nun befinden sich die Spleil3stellen, sowie die
Verzweigungsstelle in unmittelbarer Nahe und die Umesterung, katalysiert durch U6-
snRNP, kann beginnen.

Das SpleiRosom wird auf dem zu prozessierendem Intron bei jedem Spleildvorgang
aufs Neue gebildet (Reed und Palandjian, 1997).
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Spliceosomal
cavity

us

Native spliceosome
Abbildung 2.4: Der Spleilosom-Komplex (aus Frankenstein et al., 2012)

2.9.2 Exonerkennung

Die zuverlassige Erkennung der richtigen Spleil3stellen, sodass beim SpleiRen keine
Exons verloren gehen oder umgekehrt keine kryptischen Spleil3stellen verwendet
werden, ist von fundamentaler Bedeutung fur die Proteinsynthese und erfordert
aulerste Prazision. Die Konsensussequenzen sind wenig konserviert und machen
eine Erkennung der Exons aufgrund der DNA-Sequenzvorlage alleine unmdglich.
Eine Reihe von Spleil3faktoren scheint flr die Auswahl der korrekten Spleil3stellen
von grofter Bedeutung zu sein: cis-acting-elements, trans-acting-elements, SR- und
SR-ahnliche Proteine sowie hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins).

SR-Proteine stellen als Teil des Spleilosoms im commitment-Komplex eine
Verbindung zwischen dem U1-snRNP und dem U2AF-Proteinen her; in dieser Phase
des SpleiRvorganges wird entschieden, welche Stellen verknlpft werden. SR-

Proteine zeichnen sich durch einen sehr hohen Gehalt an repetitiven Serin-Arginin-
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Dipeptide (SR-Motiv) im C-terminalen Ende, sowie durch eine oder mehrere RRMs
(RNA-Erkennungsmotive) am N-terminalen Ende aus (Birney et al., 1993).
Serin-Arginin-Motivredundanz kommt nicht nur bei SR-Proteinen, sondern auch bei
hnRNPs, snRNPs und weiteren, in den Spleil3prozess involvierten Proteinen vor.
SR-Proteine interagieren mit purinreichen ESE (Exon-Splei3-Enhancern), sowie mit
ESS (Exon-Spleil3-Silencern). ESEs sind kurze Motivsequenzen von 5-8bp, die das

Spleilen anregen bzw. im Falle von ESSs den Splei3vorgang unterbinden kénnen.

2.10 HhRNPs

Das von der Polymerase |l produzierte Transkript durchlauft eine Reihe von
Prozessierungsschritten bevor es zur reifen mRNA wird. Jene Vorlaufer-RNA wird
unter dem Terminus hnRNA (heterogeneous nuclear ribonucleic acids)
zusammengefasst, oft synonym mit pra-mRNA betitelt, wobei allerdings nicht alle
hnRNAs tatsachlich als Vorlaufer-rmRNAs dienen (Dreyfuss et al.,1993). Nach der
Synthetisierung der hnRNA durch die Polymerase Il und bis zu ihrer Reifung zur
MmRNA wird die hnRNA mit diversen Proteinen assoziiert, die ihre Prozessierung
regeln. Diese hnRNA-bindenden Proteine, die nicht als stabile Komponenten anderer
RNP-Komplexe (z.B. snRNPs) verstanden werden kdonnen, werden kollektiv unter
dem Namen hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) zusammengefasst.
Ursprunglich wurden die hnRNPs als chromatin-assoziierte RNA-bindende Proteine
verstanden (Dreyfuss et al., 1993), die aufgrund ihrer Ahnlichkeit mit Histonen
insbesondere fur die Verpackung der pra-RNA zustandig sind (Miller und Bakken,
1972). In den letzten 20 Jahren ist jedoch die Multifunktionalitat der hnRNPs in der
nuklealen, sowie in der translationalen RNA-Prozessierung augenscheinlich
geworden: hnRNPs spielen eine wichtige Rolle in einer ganzen Reihe an
fundamentalen nuklearen Ereignissen. Die Bindung und Interaktion der hnRNPs mit
der RNA beeinflusst deren Struktur und damit letztendlich die Prozessierung und das
Schicksal der pra-mRNA. HnRNPs tragen zur Stabilitat, Lokalisation und Translation
der RNA bei, sie sind unerlasslich fur Biogenese, Funktion und Transport der mRNA.
Ihr Aufgabenbereich reicht tber die Translation bis hin zur Transkription (Dreyfuss et
al., 2002).
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Rund 5-8% des eukaryotischen Genoms (Stand 2008) codieren fur RBPs, tatsachlich
wird davon ausgegangen, dass es noch mehr sein werden, da nicht alle RNA-
interagierenden Proteine als identifiziert gelten (Glisovic et al., 2008).

Die relativ hohe Anzahl an RBP-Genen kann als Beweis daflr gewertet werden, dass
es in eukaryotischen Zellen im Rahmen der Proteinbiosynthese zu einer komplexen
und aufwandigen post-transkriptionellen Prozessierung mit einer Vielzahl an
beteiligten Proteinen kommt. Die phylogenetische Notwendigkeit eine hohe Diversitat
an Proteinen durch alternatives SpleiRen zu synthetisieren, fuhrte
konsequenterweise zu einem steigendem Bedarf an RBPs (Anantharaman et al.,
2002).

2.10.1 Struktur und Einteilung der hnRNPs

HNRNPs Ubernehmen vielschichtige zellulare Aufgaben und werden nach ihren
bislang bekannten RNA-spezifischen Aufgaben und ihrer molekularen Masse in
unterschiedliche Kategorien eingeteilt. Die verschiedenen hnRNPs unterscheiden
sich in ihrer Struktur, ihrem Vorkommen, sowie in ihren RNA-interagierenden
Eigenschaften. Die Gruppe der hnRNPs besteht aus 20 haufiger vorkommenden
.,Haupt-hnRNPs (major hnRNPs) und einigen seltener vorkommenden Mitgliedern
(minor hnRNPs). Die 20 major hnRNPs reichen in ihrer Gréke von 34 kDa bis 120
kDa und werden nach dem Alphabet von A1 bis U bezeichnet (Tabelle 2.9).

Isolierte  hnRNPs weisen eine ahnliche Protein-Komposition, wenngleich eine
unterschiedliche Stéchiometrie, auf (Dreyfuss et al., 2002). Einer neueren Studie
zufolge zeigen einige als hnRNPs klassifizierte RBPs in der Analyse ihrer
Vollangensequenz und ihrer konservierten Domanen eine hohere Affinitat zu SR,
ELAVL-ahnlichen und CUG-BP and ETR-3 like factor (CELF) Proteinen (Tang et al.,
2012) — das gangige Klassifizierungssystem kann demnach verwirrend erscheinen,
da die gruppierten Proteine zueinander weniger ahnlich erscheinen als
gruppenubergreifend.

HNRNPs kommen in vitro in einem regelmaligen Muster von 20-25 nm grofRen
Partikeln an der pra-mRNA vor, tatsachlich gibt es allerdings keinen Hinweis auf eine
sich wiederholende strukturelle Einheit des hnRNP-Komplexes an der pra-mRNA in
vivo. Vielmehr handelt es sich bei den hnRNPs um hdchst dynamische Einheiten, die

je nach Vorkommen und aktueller RNA-Sequenz an jeder mRNA eine individuell
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kombinatorische Einheit bilden (van Oordt et al., 2006; Mandal et al., 2001; Habelhah
et al., 2001).
hnRNPs gehdren neben den Histonen zu den haufigsten nuklearen Proteinen. An die

MRNA gebunden bilden sie einen essentiellen Teil des Nukleus und kommen z.T. in
~100 Millionen Kopien pro Nukleus (z.B. A1) vor (Kamma et al., 1995; Dreyfuss et

al., 2002). Weniger essentielle hnRNPs kommen in geringerem Male vor, wobei

insgesamt ein Uberangebot an hnRNPS im Verhdltnis zur jeweiligen
Bindungsdomane besteht.

HnNRNPs werden ubiquitar exprimiert, wobei Vorkommen und Stdchiometrie nicht
nach Zelltyp eingeteilt werden konnen: bei den hnRNPs handelt es sich um eine
heterogene Proteinfamilie mit variierendem strukturellen Eigenschaften (Kamma et
al., 1995).

Insgesamt ist das Verstandnis von der Funktionalitdt und Struktur der einzelnen

hnRNPs gegenwartig noch relativ gering.

Tab. 2.9: Ubersicht hnRNPs (modifiziert nach Dreyfuss et al., 2002; Chaudhury et al., 2010)

Domain- Beliebteste
Proteine Bindungs- kDa Shuttling Vermutete Funktion
Struktur
sequenz

Spleien, Export,

A1 2X RBD, RGG | UAGGG (A/U) | 34 + Biogenese
Telomere

A2/B1 2X RBD, RGG | (UUAGGG) 36/38 + SpleilRen, Lokalisation

Cc1/C2 1X RBD U6 41/43 - SpleilRen, Stabilitat
Biogenese Telomere,

D(AUF1) 2X RBD, RGG | AU rich 44-48 + Stabilitat,
Rekombination

E1/E2(aCP1,2 - .

oder 3X KH C rich 3839 |+ Sabiliat, translationale

PCBP1,2)

F 3X RBD GGGA 53 unbekannt | Spleil3en

G 1X RBD, RGG | CC(A/C) 43 - SpleiRen

H/H'(DSEF-1) | 3X RBD GGGA 56 unbekannt | SPleiBen,
Polyadenylation

| (PTB) 4X RBD ucuuc 59 " Spleilten, Lokalisation,
Polyadenylation
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Domain- Beliebteste
Proteine Bindungs- kDa Shuttling Vermutete Funktion
Struktur
sequenz
Transkription,
K/J 3X KH,RGG C rich 62 + translationale
Regulierung, Stabilitat
L 4X RBD CA repeat 68 unbekannt | EXPort Stabilitat,
Riboswitch
H 4X RBD G or U rich 68 + Spleilken
Verhindert Bindung an
P2 (FUS/TLS) | rpp GGUG 72 . poly(A), Autoantibody
target
Q1NSAP 3X RBD, RGG | GAIT element | 55-70 + SpleiRen, Translation
R1/R2 RBD unbekannt 82 + Retinal development
U RGG unbekannt 120 - Nukleare Retention

Alternative Namen in Klammern; RBD = RNA-Bindungsdomane; RGG = arginin/glycine-rich box, KH =
K Homologie Doméane, GAIT = interferon-y-activated inhibitor of translation; KDA geschatzt mittels Gel-
Elektrophorese

2.10.2 RNA-Bindungsdomanen

Die Entdeckung von HnRNPs und weiteren RNA-bindenden Proteinen fuhrte in der
Folge zur Identifizierung der ersten Aminosaure-Strukturen, die eine Bindung an die
RNA erlauben und die Protein-Protein-Interaktion regulieren. Die verschiedenen
hnRNPs hohe

Bindungssequenzen (Tabelle 2.3.0), wobei sie allerdings auch an andere, weniger

zeigen eine unterschiedlich Praferenz  fir  bestimmte
affine RNA-Sequenzen binden kdnnen. HnRNPs besitzen eine oder mehrere RNA-
Bindungsddémanen. Die verbreitetesten darunter sind bei den hnRNPs die RBD
(RNA-binding domain oder auch RNA recognition motif (RRM)) (Bandziulis et al.,
1989; Query et al.,, 1989), die K-Homologie (KH, Typ I, Il) Domane (Burd und
Dreyfuss, 1994) und die RGG (Arg-Gly-Gly) Box (Kiledjian und Dreyfuss, 1992)
(Tabelle 2.3.0). Die hoch konservierten, 90 aminosaurelangen RRMs kommen bei
den hnRNPs am haufigsten vor und sind auch in anderen Proteinfamilien vertreten.
HNRNP A/B Proteine sind strukturell ahnlich aufgebaut: beide verfigen Uber zwei
RBDs an ihren N-Terminus und Uber eine Glycin-reiche RGG-Box an ihren C-
Terminus (Matunis et al., 1992). Bei PCBP2 hingegen lasst sich eine KH-Domane
finden (Siomi et al., 1993; Kiledjian et al., 1995; Leffers et al., 1995).

51



2.10.3 Shuttling

Obwohl hnRNPs vorwiegend im Nukleus lokalisierbar sind, kommen sie nicht nur
ausschlielich dort vor. Vielmehr pendeln sie zwischen Nukleus und Zytoplasma, ein
Indiz dafir, dass sie nicht nur flr die Verpackung der RNA zustandig sind, sondern
auch eine malgebliche Rolle im nuklear-zytoplasmatischen Austausch und im
MRNA-Export innehaben (Pifiol-Roma und Dreyfuss, 1992). An Exons gebundene
hnRNPs werden mit der mRNA in das Zytoplasma transportiert, wahrend
beispielsweise Poly(A)-Bindeproteine (PABP) vorwiegend im Nukleus vorzufinden
sind. Im Zytoplasma vorkommende hnRNPs kann eine funktionale Aktivitat
zugeschrieben werden, da sie in den Polysomen an der zu translatierenden mRNA
lokalisierbar sind und damit wahrend der Translation offensichtlich von Bedeutung
sind (Visa et al., 1996). Andere Spleil3faktoren wie die SR-Proteine weisen ebenso
wie die hnRNPs eine nukleal-zytplasmatische Wanderaktivitat auf — hier zeigt sich
wieder, dass das alte Klassifizierungssystem teilweise schwer zu erhalten ist: viele
unterschiedlich klassifizierte RNA-bindende Proteine haben mehr Gemeinsamkeiten
in Struktur, Verteilung und Aufgabengebiet als Unterschiede. Obig genanntes PABP
beispielsweise enthalt wie die Gruppe der hnRNPs vorwiegend RBDs und pendelt

gleichermallen zwischen Nukleus und Zytoplasma (Kedersha et al., 2000).

2.10.4 HNRNPA2B1

Das HNRNPA2B1-Gen (auch RNPA2, HNRPA2, HNRPB1, SNRPB1, HNRNPA2,
HNRNPB1, IBMPFD2, HNRPA2B1) gehort zu der A/B-Unterfamilie der ubiquitar
exprimierten hnRNPs und liegt auf Chromosom 7p15. Das exprimierte Protein
hnRNPA2/B1 ist zwischen 36-38 kDa gro3 und sowohl intranuklear als auch im
Zytoplasma zu finden. Es Ubernimmt als RBP insbesondere Aufgaben im Bereich
RNA-SpleiRing und RNA-Lokalisation. Es verfigt Uber zwei unterschiedliche
Bindungsdomanen, eine RBD und eine RGG — Box (Tabelle 2.9).

Durch alternatives Spleifen werden Transkripte des HNRNPA2B1-Gens produziert,
die zwei homologe hnRNPs kodieren: hnRNPA2 und hnRNPB1. HnRNPA2/B1 wird
neben anderen Funktionen eine spleiBhemmende Wirkung zugeschrieben:
hnRNPA2/B1 bindet mit unterschiedlich hoher Bindungspraferenz an die RNA und

verhindert durch Stabilisierung deren Zerkleinerung (Liang et al., 2011).
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Weiterhin bedingen und regulieren hnRNPA2/B1 alternative Spleilvorgange, indem
sie als Gegenspieler anderer Spleildingfaktoren (v.a. ASF/SF2 — alternative splicing
factor bzw. serine/arginine-rich) auftreten und bestimmte Exons Uberspringen bzw.
inkludieren kénnen (Expert-Benzancgon et al., 2004; Chen et al., 2009; Mayeda et al.,
1993). Dabei hangt das selektive Auslassen bestimmter Exons durch hnRNPA2 /B1
insbesondere von der ExongrofRe bzw. vom Polypyrimidin-Trakt des vorhergehenden
Introns ab (Mayeda et al., 1993).

Neben Spleillprozessen wird vermutet, dass hnRNPA2 im Differenzierungsprozess
von Oligodendriten (Maggipinto et al., 2004), in der Erhaltung der Telomer-Struktur,
und im Prozess der DNA-Duplikation, Transkription und Rekombination eine Rolle
spielt (Moran-Jones et al., 2005). HhnRNPB1 hingegen scheint die Aktivitat der DNA-
abhangigen Proteinkinase (DNA-PK) zu unterdricken und wirkt somit positiv
unterstitzend auf die Stabilitat des Genoms, zudem scheint es in der Regulierung
des Zellzyklus und der apoptotischen Programme involviert (Han et al., 2008).
Missregulierung von hnRNPA2/B1 wird an einer Reihe von Krankheiten,
insbesondere Krebserkrankungen, beobachtet: v.a. Lungenkrebs,
Plattenepithelkarzinom, Adenokarzinom (Fujiwara et al., 2004; Tockman et al., 1997;
Zhou et al., 2001) weisen ein Uberexpression dieses Proteins auf. Trotz anfanglich
unterstitzender Studienlage hnRNPA2/B1 als diagnostische und prognostische
Marker dabei einzusetzen, konnten in weiterfuhrenden Studien diese Ergebnisse
nicht repliziert werden (Satoh et al., 2000; Zech et al., 2006).

In aktuellen Studien haufen sich Befunde, die auf einen Zusammenhang zwischen
HNRNPA2B1 und neurodegenerativen Erkrankungen hindeuten: Die wiederholte
Expansion einer vor kurzem identifizierten Hexanukleotid-Sequenz ist die Ursache fur
die Chromosom 9p-gekoppelte FTLD; an diese Sequenz bindet hnRNPA/B
(Dedesus-Hernandez et al, 2011; Renton et al., 2011).

Zudem verfugen hnRNPA2/B1 je Uber eine C-terminale, Glycin-reiche Domane, die
nach Alberti et al. als eine Prion-ahnliche-Domane (prion-like domains, PrLD)
charakterisiert werden kann (Alberti et al., 2009). Kirzlich konnte gezeigt werden,
dass pathogene Mutationen in den PrLD von HNRNPA2B1 die phanotypische
Auspragung der ALS und der Multi-System Proteinopathie (MSP) bedingen (Kim et
al.,, 2013). Insbesondere konnte gezeigt werden, dass die natirlich vorhandene
Tendenz von hnRNPA2 fibrillare Verbande zu bilden, durch diese Mutationen
signifikant verstarkt wird (Kim et al., 2013): mutiete hnRNPA2/B1-Hexapeptide
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lagern sich vermehrt zu amyloidogenen Fibrillen zusammen, und initileren durch
diese unregulierte Polyreaktionen vermutlich eine pathogene Kaskade, die zur
Auspragung von Proteinopathien fuhrt (Kim et al., 2013). In einer weiteren Studie
konnten hingegen keine Mutationen im HNRNPA2B1 Gen eines hollandischen bzw.
franzdsischen Kollektivs mit ALS und FTLD identifiziert werden (Seelen et al., 2014;
Le Ber et al., 2014).

Bezuglich der Alzheimer Demenz deuten immunohistochemische Untersuchungen
zur hnRNP A2/B1 Expression auf post-trankriptionale Stérungen in hippokampalen
Neuronen bei AD-Patienten hin (Mizukami et al., 2005). Am Mausmodell flhrte
Neurotoxin induziertes Absterben der cholinergen Neurone zu einem AD-ahnlichem
Ruckgang von hnRNPA/B und in der Folge zu veranderten SpleiRbedingungen
(Berson et al., 2012). Die Gruppe um Berson konnte weiterhin im enthorinalem
Cortex der untersuchten Mause den selektiven Verlust von hnRNPA/B
SpleilBingfaktoren feststellen. Der globale hnRNPA/B-knockdown in besagten
Bereichen fuhrte bei den Mausen Zu Dendritenschwund und
Gedachtnisschwierigkeiten.

Diese Befunde lassen insgesamt vermuten, dass cholinerg bedingter hnRNPA/B
Verlust und der in der Folge gestérte RNA-Metabolismus wichtige, in die AD-
Entstehung involvierte Mechanismen sind. Interessanterweise zeigten transgene
Mause mit Tau- oder APP-Mutationen keine hnRNPA/B Veranderungen: der Verlust
von hnRNPA/B in AD scheint also nicht durch Amyloid und Tau bedingt zu sein.

Eine weitere Studie, die postmortem an AD-Patienten durchgeflhrt wurde zeigte auf,
dass selbst im fortgeschrittenen AD-Stadium die Uberlebenden Neurone im inferioren
temporalen Cortex eine ausgepragte Immunorektivitat fir hnRNPB1 aufweisen, und
hnRNPB1 moglicherweise eine protektive Rolle vor AD-induziertem Absterben in
neuronalem Gewebe innehat (Ishikawa et al., 2004).

Den bislang erhobenen Befunden nach zu urteilen, scheint eine verminderte
Expression von hnRNPA/B zu neuronalen Schaden zu fihren, die den sporadischen
AD-Phanotyp moglicherweise mitbedingen.

Eine an Alzheimer- und FTLD-Patienten durchgefuhrte  genomweite
Assoziationsstudie, konnte keine Assoziation zwischen der Alzheimer Demenz und
dem HNRNPA1-Gen feststellen; der Genotyp C/C flr rs7967622 konnte allerdings
als Risikofaktor in der mannlichen Patientenpopulation flir FTLD identifiziert werden
(Villa et al., 2011).
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2.10.5 HNRNPH3

Vergleichsweise wenig ist von der H-Familie der hnRNPs bekannt. Sicher ist, dass
diese wichtige Spleildentscheidungen mittragen und -bedingen, deren Komplexitat
und Arbitraritat bislang nur sehr unzureichend verstanden werden: hnRNPH zeigt je
nach Bindungskontext entweder eine enhancing oder silencing-Aktivitat (Black, 2003)
und bedingt den temperaturinvolvierten SpleiRarrest mit, indem es den hnRNP-
Komplex voribergehend verlasst (NCBI, 2012). Das ubiquitar exprimierte hnRNPH3
ist verglichen mit seinen Familienmitgliedern ein kleineres Protein, von dem bislang
zwei identifizierte alternativ gespleildte Isoformen existieren (Mauger et al., 2008).
Das Protein hnRNPH3 verflgt Uber zwei quasi-RRM-Bindungsdomanen und ist in
den NBs (nuclear bodies = PML bodies) des Nukleus lokalisierbar.

Das fur hnRNPH3 codierende Gen liegt auf dem langen Arm von Chromosom 10
(10g22). Die gegenwartige Studienlage gibt keinen Hinweis auf eine mogliche
Assoziation von HNRNPH3 und Alzheimer oder anderen demenziellen

Erkrankungen.

2.10.6 PCBP2

Das multifunktionale PCBP2-Protein ist gemeinsam mit den restlichen PCBP-
Familienmitgliedern 1-4 und hnRNPK eines der wichtigsten Poly(rC)-bindendes-
Protein, das durch seine spezifische Bindung an C-Motive eine wichtige Rolle in der
postranskriptionalen und translationalen Regulierung der Zelle einnimmt (Leffers et
al., 1995). Das Gen PCBP2 befindet sich auf Chromosom 12q13.13, das generierte
Protein wird u.a. in neuronalem Gewebe der Cortex exprimiert (GeneCards, 1996).
PCBPs verfugen Uuber drei KH-Bindungsdomanen: zwei liegen nahe des N-
terminalen Endes, eine Dritte ist am C-Terminus zu finden (Makeyey und Liebhaber,
2002).

PCBP2 ist neben seiner Spleilaktivitat insbesondere fir seine Interaktion mit MAVS
(mitochondrial antiviral signaling protein, auch virus-induced signaling adapter
(VISA)) bekannt. MAVS sind Proteine, die unablasslich flr die Aktivierung von
intermediaren Transkriptionsfaktoren (RIG-I-like Helikase) in der komplexen
Signalkaskade der antiviralen Immunantwort sind, und die Aktivierung von diversen

Proteinkinasen einleiten. Die Regulierung der MAVS ist essentiell, um eine exzessive
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und schadliche Immunantwort zu verhindern. PCBP2 wurde als negativer
Regulationsfaktor im MAVS-Signalweg identifiziert (You et al., 2009). Uberexpression
von PCBP2 fuhrte zur Aufhebung der zellularen Antwort bei einer viralen Infektion,
wahrend PCBP2-knockdown den gegenteiligen Effekt zur Folge hatte (You et al.,
2009). PCBP2 scheint fur das fine tuning in der zellularen Immunantwort eine Rolle
zu spielen, wenngleich weiterflihrende Studien zu diesem Zeitpunkt noch fehlen.
Neben einer Interaktion mit der zellularen Immunantwort, wird PCBP2 auch mit SG
(stress granules) in Verbindung gebracht. SGs sind aggregierte RNA- und
Proteinkdrnchen, die sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus vorkommen kdnnen
und sich bilden, wenn die Zelle unter Stress steht. Diese Akkumulierung geschieht
vermutlich, um die RNAs zu schiutzen, und Interaktionen mit schadlichen
Chemikalien zu erschweren (Nover et al., 1989). PCBP2 interagiert offensichtlich mit
den SGs und pendelt bei Stress zwischen Nukleus und Zytoplasma: ist die Zelle
Stressfaktoren wie etwa Hitze oder Arsensaure ausgesetzt, wird PCBP2 vermehrt bei
SGs lokalisiert und tragt moglicherweise zur stressinduzierten zellularen
Veranderung bei (Fujimura et al., 2008). Weiterhin konnte die Uberexpression von
PCBP2 mit vermehrtem Gliomwachstum in Verbindung gebracht werden (Han et al.,
2013).

Insgesamt ist der Aufgabenbereich von PCBP2 insbesondere dem immunologischen
Gebiet und der mRNA-Prozessierung zuzuordnen. Zu den Krankheiten, die bislang
mit PCBP2 assoziiert worden sind, zahlen Hepatitis A (Graff et al., 1998) und die
Myotone Dystrophie Typ 2 (Gerbasi et al., 2007). Einen Link von PCBP2 zu
Alzheimer bzw. anderen Erkrankungen aus dem demenziellen Formenkreis oder

kognitiven Beeintrachtigungen gibt es bislang keinen.

2.11 ELAVL4

Ein weiteres RNA-bindendes Protein, (RBP, RNA-binding protein) das allerdings
nicht zu den hnRNPs zahlt, ist das ELAV (Embryonic Lethal Abnormal Vision,
Drosophila) Like Neuron-Specific RNA Binding Protein 4, auch HuD (Hu antigen D)
genannt.

Das Gen, das dieses Protein codiert, befindet sich auf dem kurzen Arm von
Chromosom 1 (1p34). ELAVL4 wird insbesondere in neuronalem Gewebe exprimiert
(GeneCards, 1996).
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RBPs binden an die RNA und steigern oder hemmen deren Regulierung. ELAVL4
wird ausschlieldlich in Neuronen exprimiert und bindet vorwiegend an AU-reiche
(Adenylate-Uridylate-rich Elements — ARE) Sequenzen in den 3' untranslatierten
Bereichen (3'-UTR — three prime untranslated region) der mRNAs (Levine et al.,
1993; Nabors et al.,, 2001). Die 3'-UTR schlie3t an eine codierende Region der
MRNA an und kann verschiedene regulatorische Sequenzen beinhalten (Mazumder
et al., 2002). Neben alternativen Spleil’en stellt die 3' UTR Regulierung einen
wichtige Teil der post-translationalen RNA-Prozessierung dar. Dies lasst vermuten,
dass ELAVL4 als Regulator diverser Prozesse in der mRNA-Prozessierung fungiert.
Alle Mitglieder der ELAV-Familie verfugen Uber drei hochkonservierte RNA
recognition motifs (RRMs).

Menschliche ELAV-Proteine werden vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert, wo sie
gemeinsam mit mRNAs, Mikrotubuli und mRNP den a-Komplex bilden, der sich in
Folge mit den Polysomen zu einem dichten Translationskomplex (B-Komplex)
zusammenschlie®t (Antic und Keene, 1997). Dabei Ubernimmt ELAV4 eine
essentielle Rolle in der Entwicklung und Erhaltung neuronaler Zellen durch die
Regulierung der Genexpression auf spaziotemporaler Ebene (Antic und Keene,
1997; Perrone-Bizzozero und Bolognani, 2002; Yao et al., 1993; Schramm et al.,
1999).

Hinreichend nachgewiesen wurde weiterhin bislang, dass ELAVL4 Proteine das
alternative SpleiRen von pra-mRNAs beeiflussen (Hinman und Lou, 2008; Lebedeva
et al.,, 2011; Mukherjee et al., 2011). Nicht abschlieBend geklart ist, welche
spezifischen RNAs von ELAVL4 reguliert werden.

Im Tiermodell liel3 sich nachweisen, dass Hu-Proteine in allen Stadien der neuralen
Differenzierung exprimiert werden (am Huhn: Wakamatsu und Weston, 1997; an
Maus und Ratte: Okano und Darnell, 1997). In einigen reifen Neuronen besteht ein
hohes Level an Hu-Proteinen: insbesondere in Neuronen des Hippokampus und des
Cortex werden Hu-Proteine exprimiert (Okano et al., 1997). Welche Funktion die
ELAV/Hu-Proteine in der neuronalen Plastizitat spielen ist bislang nicht ausreichend
geklart ist, sicher scheint aber, dass sie eine spielen: Bei Mausen und Ratten, die
Aufgaben zum raumlichen Lernen zu bewaltigen hatten, wurde eine erhodhte
ELAV/Hu-Proteinexpression im Zytoplasma von hippokampalen Pyramidenzellen
festgestellt (Quattrone et al., 2001). Die Hochregulierung von ELAV-like Proteinen

war ausschlielllich lernspezifisch und fand nur bei den ,lernenden Mausen statt.
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Befunde dieser Plastizitdt fungieren Art lassen vermuten dass ELAVL-Proteine
lerninduzierte  postranskriptionale Veranderungen in bestimmten Neuronen
verantworten, und als wichtige Regulatoren wahrend neuronaler
Entwicklungsvorgange und zeitlebens in Prozessen der synaptischen (Bolognani et
al., 2007).

HuD-Proteine sind nicht nur flir Gedachtnisvorgange, sondern auch fur axonale
Wiederherstellungsprozesse und neuronaler Regenerierung mitverantwortlich
(Anderson et al., 2005; Akten et al., 2011).

Erstmals identifiziert wurden Hu-Proteine als Autoantikdrper in Patienten mit
paraneoplastischer Encephalomyelitis (Dalmau et al., 1990). Inzwischen werden sie
mit einer ganzen Reihe an Erkrankungen in Verbindung gebracht: neben
Krebserkrankungen (v.a. kleinzelliger Lungenkrebs) und Tumoren, scheinen sie auch
mit neurologischen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht werden zu kénnen. In
zwei Studien konnte ELAVL4 mit Parkinson, einer Erkrankung aus dem demenziellen
Formenkreis, assoziiert werden (Noureddine et al., 2005; DeStefano et al., 2008).
Hinsichtlich der AD konnten in den letzten Jahren Hinweise auf eine mogliche
Beteiligung von ELAV-like Proteinen in der Entstehung und Entwicklung der
Erkrankung gefunden werden (Pascale und Govoni, 2012): Naj et al. konnten in einer
genomweiten Assoziationsstudie einen Polymorphismus auf ELAVL4 (rs11583200)
mit LOAD-Fallen, die zusatzlich an einer Depression litten, assoziieren (Naj et al.,
2009). Das dabei untersuchte Patientenkollektiv umfasst 399 LOAD-Falle und 356
Kontrollprobanden. Eine Replikation dieser Studie liegt bislang nicht vor.

Ein SNP (rs10838725) auf dem CELF1-Gen (CUGBP, Elav-like family member 1)
konnte des Weiteren sowohl mit der AD, als auch mit Ubergewicht assoziiert werden
(Hinney et al., 2014). In einer weiteren Studie konnte CELF1 am Modellorganismus
Drosophila insbesondere mit Tau-bedingter neuronaler Dysfunktion im Rahmen der
AD in Verbindung gebracht werden (Shulman et al., 2014). Zudem wurde ein
Zusammenhang zwischen neuronalem ELAVL (nELAVL) und der AD beschrieben:
Ap(1-42) scheint die Bindung von nELAVL an die ADAM10 (a disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 10) mRNA zu erschweren, was eine
erniedrigte ADAM10-Aktivitat und demnach veranderte APP
Prozessierungsbedingungen zur Folge hat (Amadio et al., 2009).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass ELAVL-Proteine durch ihr regulatorisches

Eingreifen in die Genexpression einen tiefgreifenden biologischen Effekt auf den
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Phanotyp haben kénnen, und auch ganz besonders auf die synaptische Plastizitat

und infolgedessen auf Lernvorgange ihren Einfluss nehmen.
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3 Fragestellung

Bislang ist es allein flr einen kleinen Prozentsatz der weniger haufig auftretenden
EOAD gelungen, autosomal-dominante Mutationen zu identifizieren und somit der
Erkrankung einen atiologischen Hintergrund zuzuweisen. Den monogenen
Alzheimererkrankungen stehen all jene EOAD- und LOAD-Falle gegentber, die nicht
auf die Variation eines einzelnen Gens zurlckzufuhren sind. Fur diesen zahlenmalig
Uuberwiegenden Teil der Alzheimer Demenzen ist die genaue Pathogenese nach wie
vor unklar. Klar ist bislang einzig, dass es sich bei der AD um eine komplexe
multifaktorielle Erkrankung handelt, bei der genetische Varianten an mehreren Loci
zusammen mit anderen Umweltfaktoren den Krankheitsausbruch bedingen. Erst
durch die additive Genwirkung verschiedener Suszeptibilitdtsgene bzw. durch die
Beeinflussung der Gene untereinander, kommt es zur Auspragung des komplexen
alzheimer'schen Phanotyps. Dies resultiert zum einen in moderaten oder schwachen
Penetranzen der Risikoloci, zum anderen in einer groRen Diversitat in der
phanotypischen Auspragung.

Bei komplexen und heterogenen Erkrankungen wie der Alzheimer Demenz, bieten
sich Assoziationsstudien mit einem ausreichend gro3en Stichprobenumfang an, um

Gene oder Marker mit geringem Effekt zu identifizieren.

Grundsatzliches Ziel dieser Arbeit war vordergrindig mogliche Zusammenhange
zwischen ausgewahlten SNPs der vier Gene HNRNPA2B1, HNRNPH3, ELAVL4 und
PCBP2 und der Alzheimer Erkrankung festzustellen. Bei den vier untersuchten
Genen handelt es sich um RBPs (RNA-binding proteins), die neben Spleillprozessen
eine Reihe weiterer, fundamentaler Prozesse an der RNA katalysieren. Dass
veranderte RNA-Prozessierung zu einer Reihe von Erkrankungen flhren, gilt als
gesichert. Der Zusammenhang zwischen RBPs und demenziellen Erkrankungen
findet gegenwartig, unterstitzt durch neuere Befundlage (insbesondere bezlglich der
FTLD), erstmals wissenschaftliche Aufmerksamkeit.

Um mdgliche Zusammenhange zwischen den ausgesuchten Polymorphismen und
Haplotypen der Gene festzustellen, wurden die Allel-, Genotyp- und
Haplotypfrequenzen zwischen 323 Alzheimerpatienten (87 EOAD und 236 LOAD)
und 677 gesunden Kontrollprobanden bestimmt, verglichen und statistisch
ausgewertet.
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Unter der Annahme, dass bei polygenen Erkrankungen mehrere Genorte additiv
zusammenwirken, die jeweils einen geringen Suszeptibilitatseffekt auf den
komplexen und vielschichtigen Phanotyp haben, wurden die Polymorphismen in
einem zweiten Schritt auf eine madgliche Assoziation mit unterschiedlichen,
alzheimertypischen kognitiven Defiziten untersucht. Ziel war dabei insbesondere zu
analysieren, ob bestimmte Polymorphismen bzw. Haplotypen mit Beeintrachtigungen
in unterschiedlichen kognitiven Domanen einhergehen. Untersucht wurden dabei
insbesondere das Neu- und Arbeitsgedachtnis, die Wortfindungsfahigkeit, die

visuelle Wahrnehmung und die Diskriminationsfahigkeit.
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4 Material und Methoden

4.1 Studienmodalitaten

Die vorliegende Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurde an insgesamt 1000
Studienteilnehmer an der Ludwig-Maximilians Universitat Minchen durchgefuhrt. Ziel
dieser Arbeit war die Assoziation ausgesuchter Marker mit der Alzheimer Demenz
bzw. mit spezifischen, relevanten kognitiven Endophanotypen.

Dazu wurden 19 SNPs auf vier verschiedenen Genen (ELAVL4, HNRNPA2B1,
HNRNPH3 und PCBP2) im Patienten- sowie im Kontrollkollektiv genotypisiert und
bezuglich ihrer Unterschiede in Genotyp-, Allel- und Haplotypfrequenzen untersucht.
In einem zweiten Schritt wurden die Marker auf eine mdgliche Assoziation mit
diversen kognitiven Domanen analysiert. Die dabei verwendeten
neuropsychologischen Tests setzen sich aus Untertests der CERAD-Batterie
(Consortium to Establish a Registry for Alzheimers' Disease) (Morris et al., 1989) und
dem MMSE (Mini Mental State Examination) (Folstein et al., 1975) zusammen.
Neben den standardisierten Tests wurde eine detaillierte Anamnese erhoben.

Die klinischen Interviews und die neuropsychologischen Testungen der Patienten,
sowie die Interpretation und Analyse der Daten, ebenso wie deren Aufarbeitung im
Hinblick auf ihre wissenschaftliche Relevanz wurden von der Doktorandin im
Rahmen ihrer Arbeit an der LMU durchgefihrt.

4.2 Vorbedingungen

Die Durchfuhrung der Studie erfolgte nach Zustimmung der lokalen Ethikkommission
an der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) auf freiwilliger Basis. Bei den
Teilnehmern dieser Studie handelt es sich um gesunde Kontrollprobanden und um
an der Alzheimer Demenz erkrankte Personen.

Alle Probanden wurden a priori in einem Gesprach Uber Ziel, Umfang und
Modalitaten der Studie unterrichtet. Bei entmulndigten Alzheimer-Patienten
entschieden die rechtlichen Betreuer im Sinne des Patienten und nach
Berucksichtigung deren Winsche Uber die Teilnahme an der Studie. Die
Durchfuhrung der Tests erfolgte ausschlieRlich analog nach den standardisierten

Normen und von geschultem Personal.
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Sensorische Einschrankungen der Probanden wurden vor Testdurchflihrung
abgeklart und mit unterstitzenden MalRnahmen (Hoérgerat, Brille, lautes Sprechen
etc.) behoben, um ein Verfalschen der Ergebnisse zu reduzieren.

Die Verarbeitung und Analyse der Daten aller Teilnehmer erfolgte ausschliellich in

anonymisierter Form.

4.2.1 Alzheimer-Patienten

Alle Alzheimer-Patienten wurden fur diese Studie an der LMU rekrutiert. Die
Diagnosestellung erfolgte nach den aktuellen NINCDS-ADRDA-Kriterien, in die
Studie eingeschlossen wurden 288 Patienten mit "wahrscheinlicher" AD, sowie 35
Patienten mit einem begrindetem Verdacht auf eine AD. Die Patienten wurden
ausschlieBlich dann in die Studie eingeschlossen, wenn keine maldgeblichen
vaskularen Veranderungen vorlagen, die die kognitiven Beeintrachtigungen erklaren
bzw. die Diagnose "vaskulare Demenz" bedingen konnten. Demenzerkrankungen
jeglicher anderer Atiologie flossen in die Datenauswertung nicht mit ein.

Sowohl early-onset AD-Patienten, sowie late-onset AD-Patienten wurden in die
Studie miteinbezogen; diese beiden diagnostischen Gruppen wurden in der
Auswertung der Daten sowohl im Kollektiv, als auch separat betrachtet. Soziale und
berufliche Kontextbedingungen wurden mit einem eigens entworfenen Fragebogen
erfasst. Um populationsspezifische Differenzen in Allel- und Genotypverteilung
auszuschlie3en, wurden ausschlieBlich kaukasische Patienten in die Untersuchung
eingeschlossen.

Die neuropsychologische Datenerhebung wurde den Fahigkeiten des Patienten
entsprechend durchgeflhrt und bei Bedarf abgebrochen. Insgesamt nahmen 323
Alzheimer-Patienten an dieser Studie teil. Davon zahlten 236 Personen zur LOAD-
und 87 Teilnehmer zur EOAD-Gruppe (Tabelle 4.1).

63



Tab.4.1: Ubersicht Studienteilnehmer

Probanden Anzahl
Early-Onset 87
Alzheimer Patienten Late-Onset 236
GESAMT 323
Kontrollen 677
Gesamt 1000

4.2.2 Kontrollprobanden

Die Kontrollgruppe setzte sich aus 677 nicht verwandten und zufallig ausgewahlten
Personen aus dem Munchner Raum zusammen. Dabei wurden die deutschen
Probanden dem Alter der Patientengruppe nach selektiv angeglichen, um in den
Testverfahren ein vergleichbares Ergebnis zu erzielen.

Eingeschlossen wurden ausschlie3lich Probanden ohne demenzielle, psychiatrische
oder neurologische Erkrankungen, frei von Alkohol-, Drogen-, oder
Medikamentenmissbrauch und Suizidalitat. Dies galt ebenso fir den Probanden
selbst, als auch fur seine nachsten biologischen Verwandten. Zur Erfassung der
anamnestischen Daten wurde derselbe Fragebogen wie bei den Patienten sowie das
Strukturierte Klinische Interview (SKID | und Il, Wittchen et al., 1997) verwendet.
Probanden mit relevanten somatischen oder psychiatrischen Erkrankungen wurden

von der Auswertung ausgeschlossen.

4.3 Neuropsychologische Untersuchung

Die AD ist eine heterogene und multifaktoriell bedingte Erkrankung, der
unterschiedliche genetische Risikovarianten zugrunde liegen. Das atiologisch und
klinisch inhomogene Krankheitsbild der AD erschwert die Suche nach
Suszeptibilitdsgenen, daher bietet sich die Auswahl eines intermediaren klinischen
Phanotyps an. Das Konzept der Endophanotypen dient als Brlcke zwischen
heterogenen, klinischen Phanotypen und den zugrundeliegenden, multiplen

Genotypen. Gedachtnisstérungen gehoéren neben anderen zu den Kernmerkmalen
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der AD, und sind demnach ein geeigneter Parameter flr die Suche nach
intermediaren, endophanotypischen Markern.

Um die SNPs mit neuropsychologischen Endophanotypen zu assoziieren, die
insbesondere bei der Alzheimer Demenz beeintrachtigt sind, wurde mit allen
Studienteilnehmern ein Set an psychometrischen Tests durchgeflhrt, die eine
quantifizierende Erfassung alzheimerspezifischer kognitiver Beeintrachtigungen
relativ zur alters-, geschlechts- und bildungsspezifischen Normpopulation erlauben.
In die Auswertung der vorliegende Studie miteinbezogen wurde dabei der MMSE
(Mini Mental State Examination) und die CERAD-Testbatterie (Consortium to
Establish a Registry for Alzheimers' Disease). Alle in der Auswertung

bertcksichtigten Subtests erfassen verschiedene Gedachtnisleistungen.

4.3.1 Mini Mental State Examination

Der MMSE (Folstein et al., 1975) ist ein kompaktes Screeningverfahren zur
Erfassung der allgemeinen kognitiven Leistungsfahigkeit bei alteren Patienten. Acht
Aufgabenkomplexe erfassen Orientierung (zeitlich, ortlich, situativ, zur eigenen
Person), Merkfahigkeit, Konzentration, Rechenfahigkeit, Sprache und Praxie. Fur
jede richtig geléste Aufgabe bekommt der Proband einen Punkt bei einer maximalen
Punktewertung von 30. Beim MMSE handelt es sich um ein Interview mit
praxisnahen Handlungsaufgaben (beispielsweise subtrahieren oder abzeichnen
zweier Funfecke), das zwischen zehn und funfzehn Minuten dauert.

Der MMSE wird als 6konomisches Verfahren zum Schnell-Screening im klinischen
Alltag verbreitet eingesetzt. Insgesamt erfasst er grob zwei der zentralen Demenz-
Diagnosekriterien (Gedachtnisstorungen und mindestens eine weitere kognitive
Funktion), lasst aber keinen Rilckschluss auf eine Unterscheidung zwischen den
Demenzformen zu. Da der MMSE anfallig fur Stéreinflisse ist, wurde insbesondere
auf die Reduzierung dergleichen geachtet: die Probanden wurden in denselben
Raumen zu denselben Bedingungen und ausschliel3lich von geschultem Personal

getestet.
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4.3.2 CERAD

Das Consortium to Establish a Registry for Alzheimers' Disease entwickelte 1989 die
CERAD-Testbatterie mit dem Ziel, ein einheitliches und standardisiertes Instrument
zur Erfassung alzheimerspezifischer Defizite zu generieren (Morris et al., 1989). Die
klinischen, neuropsychologischen und neuropathologischen Anzeichen einer
Alzheimer Demenz werden in der CERAD mit insgesamt sieben Subtests erfasst
(exklusive MMSE), in der CERAD-plus Version kommen drei weitere Tests (Trail
Making Test A und B, phonematische Flussigkeit) hinzu.

Dabei werden insbesondere die fir Alzheimer-Patienten typischerweise
beeintrachtigten kognitiven Leistungen untersucht: eine spezielle Gewichtung erfahrt
das Gedachtnis und die Lernfahigkeit, sowie Sprache, Praxie und Orientierung.

Mitte der 90er Jahre wurde im Rahmen des Memory Clinic Treffens in Zurich
beschlossen, eine deutsche Version der CERAD als minimales gemeinsames
Untersuchungsset in den deutschsprachigen europaischen Landern zur
Alzheimerdiagnostik zu verwenden (Thalmann et al., 1997). Dies erleichtert die
Kommunikation zwischen den Einrichtungen und erlaubte eine Vergleichbarkeit und
Kompatibilitdt der Daten zu Forschungszwecken.

Der CERAD wurde in mehreren Studien eine gute Auswertungsobjektivitat, Interrater
und Test-Retest-Reliabilitat sowie Validitat (Spezifitat 98%, Sensitivitat 87%)
nachgewiesen (Morris et al., 1989; Welsh et al., 1993; Morris et al., 1993; Aebi, 2002;
Chandler et al., 2005). Demographische Daten wie Alter, Ausbildung und Geschlecht
beeinflussen nachweislich die Leistung in der CERAD und werden in die Berechnung
der z-Werte miteinbezogen.

Die Durchfuhrung der CERAD-plus-Batterie inklusive MMSE dauerte in dieser Studie
je nach Patient und Erkrankungsstadium zwischen 30 und 60 Minuten. Nach ihren
Entwicklern sind die Aufgaben der CERAD-Batterie so gewahlt, dass eine
kontinuierliche Testung Uber den Krankheitsverlauf moglich ist (Morris et al., 1989),
tatsachlich gestaltet sich eine Testung im fortgeschrittenen Krankheitsstadium
allerdings oft schwierig, da die Instruktionen groftenteils missverstanden werden.
Hilfestellungen von Seiten des Testleiters verfalschen die Reliabilitat der Testung und
konnen daher nicht angeboten werden. Insofern ist ein Abbruch der Testung,
insbesondere um den Patienten nicht unnétig zu frustrieren, in schweren Fallen

geboten.
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Die CERAD-Batterie setzt sich aus folgenden Untertests zusammen:

1. Verbale Fliissigkeit (Isaacs und Kennie, 1973)

Der Patient hat eine Minute Zeit, so viele Woérter als moglich zu einer bestimmten
Kategorie (Tiere) zu nennen. Gewertet wird die Anzahl korrekt genannter Tiere. Bei
der ,verbalen Flussigkeit® wird insbesondere die verbale Produktionsfahigkeit des
Patienten bewertet, ebenso wie das semantische Gedachtnis, die Sprache und die

exekutiven Funktionen (Tabelle 4.2).

2. Boston Naming Test (Goodglass und Kaplan, 1983)

Die in der CERAD-Batterie auf 15 Bilder verkurzte Version des Boston Naming Tests
(Originalversion umfasst 60 Bilder) erfasst die visuelle Wahrnehmung und die
Wortfindung. Der Proband muss 15 verschiedene Objekte erkennen, die ihm in Form
von Zeichnungen prasentiert werden und je nach Auftretenshaufigkeit in der

Spontansprache den drei Kategorien (,haufig®, ,mittel“ und ,selten) zugeteilt werden.

3. Wortliste Gedéchtnis

Dem Proband werden nacheinander 10 Woérter prasentiert, die er laut vorlesen (falls
dies nicht mehr moglich ist, werden die Woérter vom Testleiter vorgelesen) und sich
einpragen soll. Dieser Lerndurchgang wird (mit jeweils unterschiedlicher Reihenfolge
der Worter) insgesamt dreimal durchgefuhrt, im Anschluss an jeden Durchgang
werden die Worter frei aus dem Gedachtnis abgerufen. Die Endsumme ergibt die
nach jedem der drei Durchgange richtig reproduzierten Worter (max. 30). Dieses
umfassende Gedachtnisitem der CERAD erfasst die Fahigkeit, neue verbale

Informationen zu lernen und frei abzurufen.

4. Konstruktive Praxis

Dem Proband werden vier mit steigender Komplexitat verbundene geometrische
Figuren prasentiert, die er moglichst genau abzeichnen soll. Bei den Figuren handelt
es sich um einen Kreis, einen Rhombus, zwei sich Uberschneidende Rechtecke und

einen Wurfel (max. Punktezahl 11).
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5. Wortliste abrufen
Der Proband wird aufgefordert, die 10 zuvor gelernten Worter wiederzugeben. Hier
stellt sich heraus, ob der Proband neu gelernte Informationen Uber eine kurze

Zeitspanne im verbal episodischen Gedachtnis behalten kann.

6. Wiedererkennen

Erneut wird die zuvor gelernte Wortliste prasentiert, allerdings mit zusatzlichen 10
Distraktoren. Der Proband wird aufgefordert, die gelernten Worter aus Aufgabe 4 von
den Distraktoren zu unterscheiden (max. Punktewertung 10). Das Abrufen der Worter
unter erleichterten Bedingungen zeigt insbesondere auf, ob der Proband vorwiegend

an Gedachtnisstérungen oder an Abruf- und Speicherproblemen leidet.

7. Konstruktive Praxis abrufen
Der Proband soll abschliefend die zuvor abgezeichneten Figuren frei aus dem
Gedachtnis nochmals auf ein leeres Blatt zeichnen. Getestet wird damit

insbesondere das nicht-verbale Gedachtnis.

Tab.4.2: Ubersichtstabelle CERAD

ees . Maximale
CERAD-Subtest Kognitive Leistung Punktezahl
Semantisches Gedachtnis, keine max.

Wersels Sl el Sprache, exekutive Funktion | Punktezahl

Wortfindung, visuelle

Boston Naming Test Wahrnehmung 15

Wortliste Gedéchtnis Neugedachtnis, verbales 30
Gedachtnis

Konstruktive Praxis Vlsugll-ragmhches 11
Gedachtnis

Wortliste abrufen Episodisches Gedachtnis 10

Wortliste wiedererkennen Gedachtnis, Diskrimination 10

Konstruktive Praxis

Nicht-verbales Gedachtnis 11
abrufen
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In vorliegender Arbeit wurden die Ergebnisse des MMSE, der drei Aufgaben zur
Wortliste (Wortliste lernen, abrufen und wiedererkennen) und des Boston Naming
Test fur die Uberprifung der Assoziation von Ged&chtnisleistungen mit 19

ausgewahlten Markern verwendet.

4.4 Laborverfahren

Samtliche Laborverfahren wurden nach Standardprotokollen von Mitarbeitern der
Sektion molekulare und klinische Neurobiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat

Muanchen durchgefihrt.

4.4.1 Gewinnung des Genmaterials

Samtlichen Probanden wurde im Rahmen des Screenings ca. 7 ml vendses Blut in
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) -haltigen und damit gerinnungshemmenden

Roéhrchen (Sarsted, Nurnbrecht) fir die Genotypisierung der SNPs abgenommen.

4.4.1.1 DNA-Extraktion

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte mit dem Reagenziensystem QiaAmp DNA
blood Maxi Kit nach Herstellerprotokoll. Die DNA-Extraktion wird dabei dank ihrer
selektiven Bindung an eine Silikagelmembran gewahrleistet.

Das abgenommene Blut wurde 10 min (3000 rpm, revolutions per minute)
zentrifugiert, der Plasma-Uberstand abgenommen und bei -80°C gelagert, wahrend
der Blutkuchen bis zur DNA-Extraktion bei -20°C gelagert wurde. Zur Extraktion
wurde der aufgetaute Blutkuchen (RT) mit 1xPBS-Puffer auf ein insgesamtes
Volumen von 10 ml gestreckt. Um an die DNA im Zellinneren zu gelangen, wurden
die Zellen mit 500 pl QIAGEN Protease lysiert, im Anschluss wurde 12 ml
Guanidiumhydrochlorid-haltiger Lysepuffer (Qiagen, Hilden) dazugegeben und gut
durchgemischt (Vortexer, Firma Scientific Industries, New York). Die Probe wurde flr
einen maximalen Ertrag an DNA bei 70°C fur 30 min im Wasserbad inkubiert.
Anschlielend wurden 10 ml Ethanol (96-100%) zugesetzt und erneut gemischt.

Durch sukzessive Zentrifugation (jeweils 3 min bei 3000 rpm) des Gemischs fand
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eine selektive Absorption der DNA an der Silikamembran statt. Die Entfernung von
Kontaminationen (Proteine, RNA) erfolgte durch Zentrifugation (2 min bei 4000 rpm).
In einem zweiten Waschschritt wurden mit 5 ml ethanolhaltigem Waschpuffer AW2
Guanidiumhydrochlorid-Salze entfernt. Die verbleibenden Ethanolriickstande wurden
in der Zentrifuge (15 min bei 4000 rpm) entfernt und die Membran getrocknet. Zur
Eluierung der DNA von der Membran, wurde sie zweimal mit Elutionspuffer AE
(1,5 ml, pH Uber 9) inkubiert und im Anschluss zentrifugiert (2 min bei 5000 rpm). Die

extrahierte DNA wurde bis zur Weiterverwendung bei -80°C gelagert.

4.4.1.2 Bestimmung und Einstellung der DNA-Konzentration

Vor Weiterprozessierung der extrahierten DNA-Losung musste die DNA-
Konzentration bestimmt und auf einen einheitlichen Wert von 50 ng/ul eingestellt
werden.

Die DNA-Konzentration wurde mittels einer Fluoreszenzmessung mit PicoGreen
ermittelt: dazu wurden die DNA-L&sungen mit dem interkalativen Farbstoff PicoGreen
(Invitrogen, Karlsruhe) versetzt. PicoGreen absorbiert als Komplex in Kombination
mit doppelstrangiger DNA Licht bei 480 nm und emittiert bei Lichtbestrahlung Licht
bei 520 nm Wellenlange. Mittels der proportional zum DNA-Vorkommen emittierten
Lichtquanten und einer interpolierten Standardkurve kann die vorliegende DNA-
Konzentration erschlossen werden.

Far die Quantifizierung mittels Standardkurve der DNA wurde eine Verdiunnungsreihe
(1:2) mit einem DNA-Standard (100 ng/ul; Firma Clontech, Mountain View, USA) und
autoklaviertem Acqua dest. angesetzt. Ausgehend von Standard 1 (100 ng/ml) wurde
eine Verdunnungsreihe hergestellt. Die DNA-Konzentrationen sind in Tabelle 4.3

angefuhrt, Standard 8 dient als leerer Referenzwert.
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Tab.4.3: Verdinnungsreihe DNA-Standard

Volumen Konzentration genomischer DNA
Standard

(u1) (ng/ml)
1 100 pl 100 ng/ml
2 100 pl 50 ng/ml
3 100 pl 25 ng/ml
4 100 pl 12,5 ng/mi
5 100 pl 6,25 ng/ml
6 100 pl 3,125 ng/ml
7 200 pl 1,5262 ng/ml
8 100 pl 0

Die DNA-L6sungen wurden mit autoklaviertem Acqua dest. 1:10 verdinnt (5 pl DNA
und 45 ul Acqua dest.).

5 pl der DNA-Lésung bzw. des Standardverdinnungsreihe wurden zu vorgelegten
50 pl Acqua dest. in eine Thermo fast 96 well plate (Firma ABgene, Hamburg)
gegeben.

Um Messfehler auszuschlielen und Abweichungen sichtbar zu machen, wurde
sowohl von den Proben als auch von der Standardreihe jeweils eine
Doppelbestimmung durchgeflhrt.

Der lichtempfindliche Farbstoff wurde kurz vor Verwendung unter geringem
Lichteinfall mit Acqua dest. 1:156 verdunnt und je 145 pl zu den Proben- bzw. der
Standardlésung gegeben (Endverdinnung PicoGreen: 1:200). Unmittelbar nach
Zugabe des Farbstoffes erfolgte die Messung im Victor3 1420 Multilabelcounter.
Anhand der ermittelten Messwerte (Mittelwert der Doppelbestimmungen) erfolgte

eine DNA-Konzentrationseinstellung durch den Pipettierroboter auf 50 ng/ul.

4.4.2 Genotypisierung

Die Gene wurden anhand von vorlaufigen Ergebnissen der Sektion aus
Untersuchungen zur differentiellen mRNA Expression bei Alzheimer Demenz mit

Unterschieden sowohl flir das Gesamttranskript, wie auch einzelner Exons mittels

RNA Expressionsarrays ausgewahlt.
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4.4.2.1 Bestimmung der APOE Epsilon Allele

Die Genotypisierung der Allele €2, €3 und €4 des APOE Gens wurde mithilfe
von TagMan SNP Assays (Applied Biosystems) durchgefihrt und erfolgte nach
Herstellerprotokoll. Dazu wurden 10 pyl PCR Master Mix, 0,5 ul SNP-spezifischer
Genotyping Assay Mix und 6,5 ul DNase freies Wasser gemischt und zur DNA (15
ng; 5 ng/ul) beigegeben. Die Amplifizierung erfolgte in einem Thermocycler: Die
Denaturierung erfolgte durch Erhitzen auf 95°C, gefolgt von 40 Zyklen bei 92°C. Die
Hybridisierung und Elongation erfolgte bei 60°C (1 min). Im Anschluss an die PCR
wurden die Genotypen mithilfe einer Software (PRISM 7000 Sequence Detection

System, Applied Biosystems) analysiert.

4.4.2.2 SNP Auswahl und Assay Design

Die Auswahl geeigneter SNPs beruhte auf folgenden Kriterien:

1) Exonische Variationen mit einer minimalen Allelfrequenz von 1% in der
kaukasischen Stichprobe des internationalen Hapmap Consortiums: Hier
waren zum Zeitpunkt der SNP-Auswahl lediglich fur ELAVL4 und HNRNPH3
jeweils ein SNP annotiert, wobei der exonische SNP im ELAVL4-Gen nicht
auswertbar war.

2) Bestimmung der LD Blécke und Auswahl einer Variation auf dem
entsprechenden Block.

3) Uberpriifung der ausgewahlten SNPs im Hinblick auf die Kompatibilitat mit der
Genotypisierungsmethode.

Insgesamt wurden so 6 SNPs fir HNRNPA2B1, jeweils 11 SNPs fir HNRNPH3 bzw.
PCBP2 und 12 SNPs fir ELAVL4 ausgewahlt, von denen jedoch 21 Assays aus
verschiedenen Grinden (Totalausfall, Verschmelzung der Genotypcluster,
Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE), abweichende Genotypen

in der Kontroll-Population) die Qualitatskontrollen nicht bestanden.

Um einen Zusammenhang zwischen den 4 ausgesuchten Genen (HNRNPA2B1,
HNRNPH3, PCBP2 und ELAVL4) und der AD festzustellen, wurden schliel3lich
insgesamt 19 verschiedene SNPs dieser Gene erfolgreich genotypisiert und

hinsichtlich signifikanter Unterschiede untersucht (Tabelle 4.4).
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Tab.4.4: ELAVL4, HNRNPA2B1, HNRNPH3 und PCBP2 mit den jeweiligen SNPs (NCBI,

GRCh38)
Gen SNPs Lokalisation Allele &unktlonale
onsequenzen
rs4412638 Chr.1: 50148004 GIT Intron
ELAVLA4 rs12024093 Chr.1: 50163179 A/G Intron
Coromosom T | 1512043872 | Chr.1: 50179219 T/C Intron
50203770 rs3009113 Chr.1: 50184027 cIT Intron
rs913858 Chr.1: 50192398 AIG Intron
HNRNPA2B1 | rs12113404* | Chr.7: 26192747 A/G Intron
Saromosom 7| 1512672536 | Chr.7: 26194030 T Intron
26200793 rs4722589 Chr.7: 26183674 A/C Intron
rs10998072 Chr.10: 68332166 cIT Intron
HNRNPH3 rs10998076 Chr.10: 68336729 A/G Intron
Chromosom 10: rs1162757 Chr.10: 68340598 C/T Intron
68332011- Eon o
68343196 rs16925347 Chr.10: 68341660 C/G ROy 2:ntron)
rs1162756 Chr.10: 68343179 AT ShL
T (RUFY2:Intron)
rs1683152 Chr.12: 53456212 cIT Intron
PCBP2 rs784566 Chr.12: 53464398 A/G Intron
Chromosom 12: | rs11170562 Chr.12: 53471071 A/G Intron
53452102-
23481162 rs784563 Chr.12: 53472835 GIT Intron
rs2249381 Chr.12: 53473528 A/G Intron
rs1716966* Chr.12: 53456212 cIT Intron

*diese SNPs werden in die Haplotypanalyse miteinbezogen, da sie im linkage disequilibrium mit den
SNPs der jeweiligen Gene (HNRNPA2B1 und PCBP2) liegen. Lokalisiert sind sie auf NFE2L3
(rs12113404) und MAP3K12 (rs1716966); UTR = untranslated region

Die untersuchten Marker befinden sich bis auf rs16925347 und rs1162756 in
intronischen Bereichen. Beide SNPs sind sowohl auf HNRNPH3, als auch in
intronischen Regionen des Uberlappenden Gens RUFY2 lokalisiert, wobei
rs16925347 in Exon 9 des HNRNPH3-Gens zu einem Aminosaureaustausch von
Glycin nach Alanin fuhrt und rs1162756 sich im 3' untranslatierten Bereich des Gens
befindet, dieser schlie3t an eine kodierende Region an. Die beiden SNPs
rs12113404 und rs1716966 befinden sich in mdglicherweise regulatorischen 3'
Bereichen von HNRNPA2B1 und PCBP2 sowie im linkage disequilibrium (LD) mit
den jeweiligen SNPs dieser Gene, sodass sie fur die Haplotypanalyse
dazugenommen wurden. Beide sind zusatzlich auf einem anderen Gen lokalisiert
(rs12113404 auf NFE2L3 und rs1716966 auf MAP3K12).
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Die Software AssayDesign 3.1 ermittelte nach Berlcksichtigung diverser Angaben

(SNP-Allele, flankierende Sequenzen) fur die 19 SNPs die Plexzusammenstellung (=

Set kombinierbarer SNPs) und generierte flr jeden SNP ein Primerset bestehend

aus zwei PCR-Primern (Tabelle 4.5) und einem Extendprimer. Die optimalen Primer

lagen dabei

etwa 100 bp auseinander und

in unmittelbarer Nahe der zu

amplifizierenden SNPs. Damit wurde nur ein selektiver Bereich von rund 100 bp um

die SNPs herum amplifiziert.

Tab.4.5: PCR-Primer der untersuchten SNPs

SNP Chr. GEN 1. PCR-PRIMER 2.PCR-PRIMER
rs4412638 1 ELAVL4 | XATGTCCCCAGCACATAACAC | XATCCCTGGCTGTGAATTGTC
rs12024093 1 ELAVL4 | XAGATGAGAGAGGGCTTTCTG | XTTGCCCTTGACTGCCTATTG
rs12043872 1 ELAVL4 | XCACCCACCCTGTATCAAAAC | XTCCTACAGTGTCTCAGAAGC
rs3009113 1 ELAVL4 | XAACGTGTCTCTGGTTTCTGC | XAATGCTTCTCTGCCAAGGTC
rs913858 1 ELAVL4 | XAGTAATGTGGACCCTGCTTC | XGGTTCTGCTCATCCTTCATC
rs12113404 7 |HNRNPA2B1| XTAAAGCCCCAACCAGTTCAG | XCTGTCCCATTCAGATGTCTC
rs12672536 7 |HNRNPA2B1| XATCCTTTGCAGCCAGTTAGC | XAAAGAATAGGGTCAGCCACG
rs4722589 7 |HNRNPA2B1| XTTGTGGGTAAGGACTGTGAG | XATCTTTTGGGCCAGTAGGAG
rs10998072 10 | HNRNPH3 | XCCTGTCAGGCGATAGTTAC | XTACACGAGGCAAACGACTTC
rs10998076 10 | HNRNPH3 | XGACTTCTGTGATATTTGTCC | XATCCACTAACATCAAGAGCC
rs1162757 10 | HNRNPH3 | XTAGAGACCCAATGGCCATTC | XCCCAGTAAGATCTAGAGCAC
rs16925347 10 | HNRNPH3 | XTCTGGCATGGGAGGTTCTG | XCATCGATAAGCAGCTAACCC
rs1162756 10 | HNRNPH3 | XTTCTAGGACAGACGCCATAC | XACCTGTTGATGTGAATTCAG
rs1683152 12 PCBP2 | XTCCTGACCTCGTTTATCTGC | XAAAGAGTCACTTGAGGCTGG
rs784566 12 PCBP2 | XGCAGCTTCTTCTATGAGTGG | XAGGTCCATCTGTGGACATTG
rs11170562 12 PCBP2 | XCCTACACCCTTTACTCATAC | XTTGGCTCAGAACTGGCTGTC
rs784563 12 PCBP2 | XGTAGCAGTCTGACTTTTGCC | XTGGTGGGTGGACAAGAAAAC
rs2249381 12 PCBP2 | XTTCTTTCGATAGGCTTGCCC | XTATTGCAGGAGCTAGGCAAG
rs1716966 12 PCBP2 | XCCTTCACTTACCTTGGAGAG | XCTCTCAGGAACACTCAACTC

X= ACGTTGGATG (Massenanhang)

4.4.2.3 Das iPLEX-Verfahren

Mit der iPLEX-Methode lassen sich bis zu 36 SNPs einer DNA-Probe untersuchen.

Dazu ist in einem ersten Schritt die Amplifizierung der Zielsequenz mittels PCR
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notwendig, um diese in ausreichender Konzentration flr den Extendprimer vorliegen
zu haben. In einem zweiten Schritt werden die verbleibenden Nukleotide mittels
Dephosphorylierung durch die SAP entfernt, um eine  stérungsfreie
Einzelbasenverlangerung durch die iPLEX-Reaktion zu gewahrleisten. Das PCR-
Produkt wird mit den Extendprimern, einer termophilen DNA-Polymerase und den
vier Didesoxynukleotiden versetzt. In einer zyklischen Reaktion entsteht
schlussendlich fir jedes Allel ein massenspezifisches Produkt, welches Im MALDI-
TOF bestimmt wird und somit auf den zugrunde liegenden Genotyp geschlossen

werden kann.

4.4.2 4 Initiale PCR

Tab.4.6: Reagenzien und Materialien fur die PCR

Verbrauchsmaterial/Gerat

Centrifuge 5810 R; Eppendorf, Hamburg

Dan Kiotrix (Verhinderung von DNA-Kontamination); Colgate-Palmolive, Hamburg

dNTP Set, 100nM; ABene, Hamburg

Easy Peel Heat Sealing Foil; ABgene, Hamburg

Eppendorf Research Pipetten; Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen (0,5-20pl; 2-200ul; 50-1000ul); Eppendorf, Hamburg

Gene Amp PCR System 9700; Applied Biosystems, Foster City, USA

Heat Sealer ALPS-300; ABgene, Hamburg

HotStar Tag-Polymerase (5U/ul); Qiagen, Hilden

MgCl2, 25mM; Qiagen, Hilden

Pipettierroboter MICROLAB MPH 96; Hamilton, Reno, USA

Mikrotestplatte 96 K; Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Pipettierwanne fir Mehrkanalpipetten; Ratiolab, Dreieich

PCR-Puffer 10x; Qiagen, Hilden

Reinstwasseranlage Purelab Ultra; ELGA, Celle

Spritzen, 50ml; BD Bioscience GmbH, Heidelberg

Spritzenvorsatzfilter, 0,22uM zur Wasserfilterung; Qualilab, Olivet, Frankreich

Thermo Fast 384 Well Plate; ABgene, Hamburg
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Die relativ kurzen genomischen Bereiche um die 19 SNPs herum wurden zunachst
mit einer konventionellen PCR amplifiziert. Die kombinierten SNPs eines Plexes
konnen dabei parallel prozessiert (= SNP Capture Methode, Sequenom, 2005)
werden.

In einem ersten Schritt wurde die auf 50 ng/ul eingestellte DNA-Konzentration mit
destilliertem, sterilfiltriertem Wasser 1:10 auf 5 ng/ul verdinnt (90 yl Acqua dest. +
10 pl Arbeitslésung). Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Platten mit einer Folie
abgedeckt auf -20°C gelagert.

Die verwendeten Primer (Tabelle 4.5; Firma Metabion, Martinsried) wurden gefroren
in 96er-Matrixplatten geliefert, vor Gebrauch aufgetaut und vorsichtig auf dem
Vortexer gemischt. Zu den aufgetauten Reagenzien (10x PCR-Puffer, 25mM MgCilz2,
25mM dNTP Mix) wurden die Primer und kurz vor Gebrauch die Tag-Polymerase
gegeben (Tabelle 4.7). Das Gemisch wurde sorgfaltig abzentrifugiert.

In einem nachsten Schritt wurde 2,5 yl DNA (5 ng/ul) in eine 384 well Platte

vorgelegt. 3 pl des vorbereiteten Reaktionsgemisches wurden dazugegeben.

Tab.4.7: Zusammensetzung Volumina Reagenzien flr die PCR

Reagenz Volumen fiir eine Reaktion
Wasser 1,850 pl
10xPCR-Puffer 0,625 pl
MgCI2 25mM 0,325 pl
dNTP Mix 25mM 0,100 pl
Primer Mix 500nM 1,000 pl
Hotstar Tag Polymerase 5U/pl 0,100 pl
TOTAL 4,000 pl

Die abzentrifugierten Reaktionsplatten wurden zur temperaturabhangigen
Denaturierung, Hybridisierung und Amplifikation in Thermocyclern weiterverarbeitet
(zur Ubersicht Tabelle 4.8).

In einem ersten Schritt kommt es durch kurzzeitiges Erhitzen (20 Sekunden) des
Gemischs auf 95°C zur Denaturierung der DNA: die Doppelhelix teilt sich in die
beiden Einzelstrange auf. Durch Senkung der Temperatur auf 56°C (30 Sekunden)
kommt es zur Hybridisierung der beiden Einzelstrange und die Primer lagern sich an
den jeweils komplementaren Strang an. Optimale Temperaturbedingungen fur die

verwendete Tag-Polymerase werden mit Erhdhung der Temperatur fur 60 Sekunden
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auf 72°C geschaffen. Die Polymerase beginnt am 3‘-Ende des angelagerten Primers
und flllt sukzessive Richtung 5-Ende den einzelnen DNA-Strang mit freien

Nukleotiden auf.

Tab.4.8: PCR-Vorgang

PCR-Schritte Dauer Temperatur Zyklen

;itiale Denaturierung (erster 5 min 95°C 1 Zyklus
yklus)

Denaturierung 20 sec 95°C

Primerhybridisierung 30 sec 56°C 45 Zyklen

Elongation 60 sec 72°C

Finale Elongation 3 min 72°C 1 Zyklus

Abschluss unbegrenzt 4°C -

Die so entstandenen PCR-Produkte dienen jeweils als Ausgangsmaterial fur den
darauffolgenden Amplifikationszyklus (insgesamt 45 Zyklen). Die Extensionsprodukte

wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

4.4.2.5 Dephosphorylierung

Tab.4.9: Reagenzien und Materialien fur die PCR

Verbrauchsmaterialien/Gerat

Centrifuge 5810R; Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Research Pipetten; Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen, (0,5-20ul; 2-200ul; 50-1000ul); Eppendorf, Hamburg
Gene Amp PCR System 9700; Applied Biosystems, Forster City, USA
Mikrotestplatte 96 K; Sarstedt, Nimbrecht

Multimek Pipettierroboter; Beckmann, Fullerton, USA

Pipettierwanne fir Mehrkanalpipetten; Ratiolab, Dreieich

Reinstwasseranlage Purelab Ultra; ELGA, Celle

SAP-Buffer; Sequenom, San Diego, USA

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Enzyme; Sequenom, San Diego, USA

Spritzen, 50ml; BD Bioscience GmbH, Heidelberg

SpritzenvorsatZzfilter, 0,22uM zur Wasserfilterung
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Um die Folgereaktionen und die Messresultate im MALDI-TOF nicht zu verfalschen,
mussen die in der PCR nicht inkorporierten Nukleotide entfernt bzw. enzymatisch
inaktiviert werden. Dazu wird eine aus Eismeergarnelen isolierte Phosphatase
verwendet, die freie Nukleotide dephosphoryliert. Die Shrimp Alkaline Phosphatase
hat bei niedrigen Temperaturen ihr Arbeitsoptimum und wird durch Erhitzen auf 85°C
inaktiviert.

Um die unerwinschten dNTPs zu dephosphorylisieren werden 5 pl der einzelnen
Reaktionsprodukte mit einem SAP-Gemisch (bestehend aus SAP-Enzym und Puffer,
Wasser) behandelt (Tabelle 4.10).

Tab.4.10: Volumina der Reagenzien (SAP — Gemisch)

Reagenzien Volumina
Wasser 1,530 pl
10x SAP Buffer 0,170 pl
SAP-Enzym 0,300 pl
Total 2,000 pl

Fir den Dephosphorylierungsvorgang werden die mit dem SAP-Gemisch
abzentrifugierten Proben im Thermocycler bei 37°C inkubiert. Daraufhin wird die SAP
bei 85°C dauerhaft inaktiviert (10 min).
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4.4.2.6 iPLEX — Primerextensionsreaktion

Tab.4.11: Reagenzien und Materialien fir die Primerextensionsreaktion

Verbrauchsmaterial/Gerat

Centrifuge 5810 R; Eppendorf, Hamburg

Easy Peel Heat Sealing Foil; ABgene, Hamburg

Eppendorf Research Pipetten; Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen (0,5-20pl; 2-200ul; 50-1000ul); Eppendorf, Hamburg

Gene Amp PCR System 9700; Applied Biosystems, Foster City, USA

Heat Sealer ALPS-300; ABgene, Hamburg

IPLEX Buffer Plus; Sequenom, San Diego, USA

IPLEX Enzyme; Sequenom, San Diego, USA

IPLEX Termination Mix; Sequenom, San Diego, USA

Mikrotestplatte 96 Wells; Sarstedt AG & Co. Nimbrecht

Multimek Pipettierroboter (Zugabe Extend-Mastermix); Beckmann, Fullerton, USA
Pipettierwanne fir Mehrkanalpipetten; Ratiolab, Dreieich

Reinstwasseranlage Purelab Ultra,ELGA, Celle

Spritzen, 50ml; BD Bioscience GmbH, Heidelberg

SpritzenvorsatZzfilter, 0,22uM zur Wasserfilterung; Qualilab, Olivet, Frankreich
Thermo Fast 384 Well Plate; ABgene, Hamburg

Nach der Dephosphorylierung der freien Nukleotide konnten die PCR-Produkte der
Einzelbasenextensionsreaktion zugeflhrt werden. Dabei wird fur das jeweilige Allel
der 19 untersuchten SNPs ein  Extensionsprodukt mit messbaren
massenspezifischen Unterschieden generiert. Die dazu bendtigten Extendprimer
(Tabelle 4.12) lagern sich jeweils unmittelbar vor den zu untersuchenden SNPs an
und werden in der iPLEX-Reaktion um exakt eine Base verlangert, die jeweils
komplementar zum untersuchten SNP ist. Um eine weitere Elongation zu verhindern,
werden artifizielle Didesoxyribonukleosid-Triphosphate (ddNTP) verwendet, deren
Ribose an der 2' und 3' Position desoxidiert ist und denen folgedessen am 3'-Ende
ein Sauerstoffatom fehlt. Die fehlende Hydroxygruppe fuhrt zum sofortigen Abbruch
des Elongationsvorgangs, sodass das nachste Nukleotid keine
Phosphodiesterbindung mit dem Strang eingehen kann. Um vernunftig messbare
massenspezifische Unterschiede zwischen den Einzelbasenextensionsprodukten zu

erhalten, wurden massenmodifizierte ddNTPs verwendet.
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Tab.4.12: Extendprimer der ausgewahlten SNPs

SNP Extendprimer

rs4412638 TTCTCCGTTTGAGAACAGA
rs12024093 CTGCCTATTGCCTGGCT

rs12043872 GTAAAGTGTCTCAGAAGCCCACATTACC
rs3009113 TGGAGCCAAGAGAGAGCA

rs913858 TCATCTTCTTTGCTAGACC

rs12113404 GGGTAGAGAAACACAAAAAGTGCATC
rs12672536 ATTGTCAGCCACGAAATAAAAATGTCT
rs4722589 CAGTAGGAGGAAGTGCTCTT
rs10998072 CCCAAACGACTTCTCCCTTCT
rs10998076 GGAGAAAAATGCAATGAGTACTGAT
rs1162757 GAGCACACCATTGCTTT

rs16925347 TGCCCATTCCATCTCTTCCGTAG
rs1162756 GCCAGAAATGTTATTAATAAATGTCA
rs1683152 GGGTGGCTCATGGCTGTA

rs784566 AAAAAGGCCTGTGGGAAC

rs11170562 TCACTGGCTGTCACTCACC

rs784563 ACACAAAGAGTAGTAGCACCT

Bis auf das Enzym wurden alle Reagenzien aufgetaut, gemischt, abzentrifugiert und
gemeinsam mit dem Wasser, dem iPLEX Buffer und dem Termination Mix (alles
Firma Sequenom, Tabelle 4.13) in einem 15 ml Rohrchen vorgelegt, mit dem
Vortexer gemischt und abzentrifugiert. Das iPLEX-Enzym wurde erst kurz vor Einsatz
aufgetaut und abzentrifugiert. Mit dem Pipettierroboter wurden jeweils 2 pl des

Gemisches zu den bereinigten PCR-Produkten gegeben.

Tab.4.13: Volumina der Reagenzien (iPLEX — Gemisch)

Reagenzien Volumina (inklusive Uberhang)
Wasser 0,755 pl
iPLEX Buffer Plus 0,200 pl
iPLEX Termination Mix 0,200 pl
Primer Mix (7uM bis 14uM) 0,804 pl
iPLEX Enzym 0,041 pl
TOTAL 2,000 pl

Die abzentrifugierten Reaktionsplatten wurden in einem nachsten Schritt erneut zur
temperaturabhangigen Primerhybridisierung im Thermocycler weiterverarbeitet (zur
Ubersicht: Tabelle 4.14).
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Tab.4.14: iPLEX-Programm

iPLEX-Reaktion Dauer Temperatur Zyklen
;;E?JE)Denaturlerung (erster 30 sec 94°C y
Denaturierung 5 sec 94°C 1
Primerhybridisierung 5 sec 52°C 5 |40
Extension 5 sec 80°C

Finale Extension 3 min 72°C 1
Abschluss unbestimmt 4°C -

4.4.2.7 Entsalzung der Reaktionsprodukte

Tab.4.15: Reagenzien und Materialien fir die Entsalzung
Verbrauchsmaterial/Gerat

Centrifuge 5810 R; Eppendorf, Hamburg
Clean Resin

Sequenom, San Diego, USA

Dimple Plates

Sequenom, San Diego, USA
Pipettierroboter Multimek

Beckmann, Fullerton, USA
Reinstwasseranlage Purelab Ultra
ELGA, Celle

Spritzen, 50ml

BD Bioscience GmbH, Heidelberg
Spritzenvorsatzfilter, 0,22uM zur Wasserfilterung
Qualilab, Olivet, Frankreich

Nach Abschluss der Extendprimerhybridisierung war es nétig, samtliche Proben zu
entsalzen, damit keine Natrium- und Kaliumionen mit der empfindlichen
massenspezifischen Messung im MALDI-TOF interferieren. Dazu wurden zu den
Proben jeweils 6 mg Clean Resin (Sequenom, San Diego) und 25 i sterilfiltriertes,
destilliertes Wasser gegeben. Die verschlossenen Platten wurden 10 min zum
Zwecke einer homogenen Verteilung gemischt und anschlieBend abzentrifugiert (5

min bei 2500 rpm), damit sich das Clean Resin wieder am Boden absetzen kann.
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4.4.2.8 Messung im MALDI-TOF

Tab.4.16: Reagenzien und Materialien fir die Messung im MALDI-TOF-MS

Verbrauchsmaterial/Gerat

3 Point Calibrand (zur Kalibrierung der Massenspektren); Sequenom, San Diego, USA
AssayEditor 3.4.0.7; Sequenom, San Diego, USA

MassARRAY POINT Nanodispenser; Sequenom, San Diego, USA

MNL 200 Stickstofflaser; LTB Laser Technik, Berlin

Autoflex Massenspektrometer; Bruker Daltonics, Bremen

Nitrogen Generator; Parker Balston, Haverhill, USA
PlateEditor 3.4.0.48; Sequenom, San Diego, USA

RT Workstation 3.4 Chiplinker; Sequenom, San Diego, USA
SpectroAquire 3.3.1.3; Sequenom, San Diego, USA

SpectroCHIPs; Sequenom, San Diego, USA
SpectroTARGET; Sequenom, San Diego, USA
TyperAnalyzer 3.4.0.18; Sequenom, San Diego, USA

Die Analyse der entsalzten Extensionsprodukte erfolgte in dieser Studie mit einer
kombinierten massenspektometrischen Methode, dem MALDI-TOF: einerseits kommt
es durch die Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization (MALDI)) zur lonisation der Molekule, andererseits kann durch
Messung der Flugzeit (time of flight, TOF) auf das Masse-zu-Ladung-Verhaltnis der
entstandenen lonen geschlossen werden.

Um die Kokristallisierung von Matrix und Analyt zu gewahrleisten, wurden die Proben
mit dem MassARRY Point Nanodispenser (Firma Sequenom) auf Siliziumchips (ibid)
mit 384 praparierten Matrixpunkten aufgetragen und getrocknet. Damit werden rund
0,5 ul Analytldsung ubertragen. Weitere acht Matrixspots wurden mit einem 3 Point
Calibrand (Sequenom, Hamburg) mit bekannten Massen zum Zwecke der
Kalibrierung benetzt. Der beladene Chip wurde unverzliglich in das
Massenspektrometer eingeschleust (Firma Bruker Daltonics). Durch Beschuss der
Matrixpunkte mit kurzen Laserimpulsen kommt es zur lonisierung der
Extensionsprodukte, die durch ein Magnetfeld beschleunigt je nach ihrer Masse zu
spezifischen Zeitpunkten auf dem Detektor auftreffen. Der Flugzeitanalysator (TOF)
kann demnach abhangig vom Masse-Ladungs-Verhaltnis der ionisierten Proben
aufgrund der unterschiedlichen Geschwindigkeiten auf das Molekulargewicht der

vorliegenden Proben schliel3en.
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Ermdglicht wird die Bestimmung der Nukleotide durch die vorangegangene
Primerextensions-Reaktion: dabei wurden die Primer um je ein Nukleotid (ddNTP)
verlangert, welches sich jeweils massenspezifisch von den drei anderen
unterscheidet (Adenin: 313 Da, Guanin: 329 Da, Thymin: 304 Da, Cytosin: 289 Da).

4.4.2.9 Qualitatskontrolle der Genotypisierung

Alle Genotypen eines Polymorphismus, die in die statistische Auswertung eingingen,
mussten eine Reihe von Qualitatskriterien erfullen:

Fiar alle Ergebnisse wurde mittels der TyperAnalyzer Software (Firma Sequenom,
San Diego) ein clusterplot generiert. Wenn die cluster der einzelnen Genotypen eine
in sich geschlossene und sauber getrennte Gruppe darstellen, wurden sie fur valide
und qualitativ hochwertig befunden (Abbildung 4.1). Diffuse cluster oder Artefakte

und Nebensignale fuhrten zur Verwerfung der Ergebnisse.

1.0

Abbildung 4.1: Clusterplot eines qualitativ hochwertigen SNPs mit sauber getrennten und in sich
geschlossenen clustern. Blaue und griine Datenpunkte: homozygote Genotypen, gelbe Datenpunkte:
heterozygote Genotypen.

Zudem wurde jeder 96-well-Platte eine Blindprobe (Wasser statt DNA) beigeflgt,
deren Position jeweils unterschiedlich war, um die DNA-Platten eindeutig
identifizieren zu kdénnen. Fur Blindproben wurde nur das Signal des verlangerten
Extensionsprimers generiert. SNPs, die unklare Signale aufwiesen, wurden

verworfen.
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Des Weiteren wurden Kontrollproben an unterschiedlichen Positionen jeder 96-well-
Platte zugeflugt, die denselben Genotyp aufweisen mussten. Neben den
Kontrollproben wurden zudem in jedem Plex die Referenzproben des Centre d’Etude
du Polymorphisme Humain (CEPH) mitprozessiert, die die zu erwartenden
Genotypen aufweisen mussten. Diese sind in der HapMap Datenbank gesammelt
und dort einsehbar (International HapMap Consortium, 2003). Die ermittelten
Genotypen fur die CEPH-Proben wurden mit der HapMap-Datenbank abgeglichen
und mussten die zu erwartenden Genotypen aufweisen, um in die weitere Analyse
einzuflieRen.

In einem weiteren Schritt wurden alle als valide eingestuften Ergebnisse auf weitere
Qualitatsmerkmale Uberprift: die Probanden-callrate musste mindestens 0,8
ergeben, d.h. mindestens 80 % aller untersuchten SNPS in einem Plex mussten fur
einen Probanden einen auswertbaren Genotyp ergeben; Probanden mit einer
geringeren Rate wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Zusatzlich wurde im
Anschluss flr jeden Polymorphismus der Anteil an erfolgreich bestimmten
Genotypen im Verhaltnis zur maximal moéglichen Anzahl der Genotypen bestimmt.
Dabei flossen nur Polymorphismen mit einer SNP-callrate von Uber 0,95 in die
weitere Auswertung ein. Zur weiteren Qualitatssicherung wurde fir jeden SNP das
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht Uberpruft (Kapitel 5.2). Polymorphismen, die einen p-
Wert kleiner als 0,05 aufwiesen, wurden im weiteren Verlauf genau gepruft, wahrend
SNPs mit Abweichungen p < 10 verworfen wurden.

Samtliche Proben, die die angefuhrten Kriterien zur Qualitatssicherung nicht erfllten,
wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die Anzahl (n) der fur valide

befundenen Genotypen ist daher nicht fur alle Polymorphismen gleich hoch.

4.5 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Geno- und Haplotypverteilung bzw. ihre Assoziation
mit kognitiven Parametern erfolgte mit Hilfe von IBM SPSS Statistics 19, PLINK
(PLINK v1.07, Purcell et al. 2007), R v 2.13.0 (R Development Core Team, 2011) und
Haploview (Haploview 4.2, Barrett et al., 2005).

In einer ersten Uberpriifung wurden alle 19 SNPs auf ihr Hardy-Weinberg-Equilibrium

(HWE) untersucht. Dazu wurde die Genotypverteilung der vorliegenden Stichprobe
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mit dem exakten Test nach Fisher Uberprift. Als Grenzwert galt dabei ein p-Wert von
0,05; Polymorphismen mit signifikant abweichenden Werten (<0,05) wurden in die
weitere Berechnung nicht miteinbezogen. Die Signifikanz der Genotyp- und
Allelverteilungsdifferenzen zwischen den Gruppen (Kontrollen und Alzheimer
Patienten bzw. EOAD und LOAD) wurden mit dem exakten Test nach Fisher
bestimmt.

Der Einfluss der unterschiedlichen Genotypen wurde mit einer multiplen linearen
Regression bestimmt. Da von keinem bivariaten Zusammenhang zwischen
Genotypverteilung und kognitiven Parametern ausgegangen werden kann, wurden
die Soziovariablen Alter, Geschlecht, Bildungsgrad, sowie ApoE-Genotyp als
Kovariablen in die Berechnung integriert. Die Genotypen bzw. Allele flossen als
unabhangige Variablen, die Ergebnisse der CERAD-Untertests und des MMSE als
abhangige Zielvariablen, in die Berechnung mit ein. Der Genotypeffekt auf die
phanotypische Auspragung wurde mit einem additiven Modell ermittelt, um eine
aussagekraftige Vorhersage flr die abhangigen Variablen zu erzielen. Als Effektallel
wurde das Allel A1 mit der jeweils geringeren Stichprobenfrequenz definiert (die
mdglichen Genotypkombinationen setzen sich demnach aus 0, 1 oder 2 Effektallelen

zusammen).

Die Haplotypanalyse erfolgte mit der Haploview Software (Haploview 4.2, Barrett et
al., 2005). Die zu einem Haplotyp Block gehdérigen SNPs wurden vom Programm
nach Stacey Gabriels Methode generiert (Gabriel et al., 2002). In den Fall-Kontroll-
Vergleichen, sowie in der Assoziation der Haplotypen mit den kognitiven Faktoren,
flossen nur Haplotypen mit einer Frequenz Uber 1% ein.

Fir alle durchgefliihrten statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau von p< 0,05
als statistische Berechnungsgrundlage festgelegt. Ab p< 0,1 wurde von einem Trend

zur Signifikanz ausgegangen.
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5 Ergebnisse

5.1 Gesamtstichprobenanalyse

Ziel dieser Arbeit war einerseits die Feststellung eines moglichen Zusammenhangs
zwischen vier ausgewahlten Genen und der Alzheimer-Erkrankung, andererseits
wurde in einer weiteren Analyse nach moglichen Assoziationen der genetischen
Variationen mit gedachtnisspezifischen Teilleistungen im CERAD und dem MMSE
gesucht.

Bei den untersuchten Genen handelt es sich um HNRNPA2B1, HNRNPH3, PCBP2
und ELAVL4, die allesamt vorwiegend in der pra-mRNA Prozessierung eine
malfigebliche Rolle spielen. 19 Marker in Form von SNPs, die innerhalb der
unterschiedlichen Gene lokalisierbar sind, wurden auf eine Assoziation mit AD bzw.
auf bestimmte phanotypische Teilleistungen hin untersucht.

Das untersuchte kaukasische Patientenkollektiv von insgesamt 323 Alzheimer-
Patienten bestand aus 87 early-onset AD Patienten (41,38% Manner, 58,62%
Frauen) und 236 /ate-onset AD Patienten (29,66% Manner, 70,34% Frauen).
Weiterhin wurden die Marker an 677 kaukasischen und ca. gleichaltrigen
Kontollprobanden (58,05% Manner, 41,95% Frauen) genotypisiert, und hinsichtlich
signifikanter Unterschiede im Vergleich zur Patientengruppe in Genotyp-, Allel- und
Haplotypfrequenzen untersucht. Insgesamt Uberwiegt in den Patientengruppen das

weibliche Geschlecht.

Tab.5.1: Ubersicht Geschlechtsverteilung Gesamtstichprobe

Mannlich Weiblich n
EOAD 41,38% 58,62% 87
LOAD 29,66% 70,34% 236
AD gesamt 32,82% 67,18% 323
Kontrollen 58,05% 41,95% 677
GESAMT 499 501 1000

EOAD = Patienen mit early-onset Alzheimer's Disease; LOAD = Patienten mit late-onset Alzheimer's
Disease; AD = Alzheimer’s Disease
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Zum Zeitpunkt der Testung waren die Kontrollprobanden im Mittel 60 (59,78) Jahre
alt, wahrend sich die Gesamtstichprobe der AD-Patienten um das 73. Lebensjahr
gruppiert. Die Einteilung des Patientenkollektivs in early-onset und late-onset
zeichnet sich deutlich im Altersunterschied ab: zum Zeitpunkt der Testung waren
EOAD-Patienten im Mittel 62 Jahre, LOAD-Patienten hingegen 77 Jahre alt. Das
Alter des jungsten Kontrollprobanden war z. Z. der Testung 30 Jahre. Der jungste
EOAD-Patient war 35 Jahre alt, der jungste LOAD =zeigt sich hingegen
vergleichsweise alter mit 67 Jahren. Das insgesamt untersuchte Altersintervall in der

Gesamtstichprobe zieht sich demnach von 30 bis 92 Jahren.

Tab.5.2: Alter zum Zeitpunkt der Datenerhebung, Gesamtstichprobe
Mittelwert Minimum Maximum n
Kontrollen 59,78 30 79 677
EOAD 62,51 35 72 87
LOAD 77,43 67 92 236

AD = Alzheimer's Disease; EOAD = Patienten mit early-onset Alzheimer's Disease; LOAD = Patienten
mit /late-onset Alzheimer's Disease

Das Alter bei Krankheitsausbruch (age at onset) betragt in der Gesamtstichprobe der
untersuchten AD-Patienten 70 Jahre, wobei eine separate Betrachtung der beiden
Patientengruppen sinnvoll ist: mit einer klaren Altersverschiebung belauft sich das
Durchschnittsalter der EOAD-Gruppe auf 58 Jahre, wahrend sich das Mittel der
LOAD-Gruppe auf 74 Jahren verschiebt.

Jeweils ein Drittel von den insgesamt 677 Kontrollprobanden liel3 sich einem hohen,
mittleren und niedrigeren Bildungsweg zuordnen (33,53% Abitur, 32,93%
Realschulabschluss, 33,38% Hauptschulabschluss, 0,1% keine Information
vorhanden), wahrend von den Alzheimer-Patienten nur 15% das Abitur hatten und
der Groldteil mit 49,5% dem Hauptschulabschluss zuzuweisen war. Von 73
Alzheimerpatienten (22,6%) aus der Gesamtstichprobe ist der Bildungsweg
unbekannt (Tabelle 5.3).

87



Tab.5.3: Verteilung des Bildungsniveaus

Hauptschule | Realschule Abitur n.a. n
Kontrollen 33,38% 32,93% 33,53% 0,10% 677
EOAD 49,42% 13,79% 17,24% 19,54% 87
LOAD 49,57% 11,44% 15,25% 23,72% 236
AD gesamt 49,53% 12,07% 15,78% 22,60% 323

AD = Alzheimer's Disease; EOAD = Patienten mit early-onset Alzheimer's Disease; LOAD = Patienten
mit late-onset Alzheimer's Disease; n.a. = nicht angegeben

Da Trager bestimmter ApoE-Allelkombinationen mit einem erhdhten AD-
Erkrankungsrisiko assoziiert werden, wurden alle Probanden auf ihre allelspezifische
ApoE-Kombination untersucht (Tabelle 5.4). Tatsachlich konnte auch in dieser
Stichprobe der Genotyp ApoE4/4 vergleichsweise haufig im Patientenkollektiv
identifiziert werden (12,38% im Patientenkollektiv vs. 1,62% in der
Probandengruppe), wahrend mit 63% der Grofdteil der Probanden homozygote
Trager des E3-Allels sind. Die E3/E3-Variante ist die verbreiteteste Allelkombination
in der gesunden Bevdlkerung. Die EZ2-Variante, der ein protektiver Effekt
zugeschrieben wird, kam in der Patientengruppe in einem relativ geringen
Prozentsatz vor, bei den gesunden Probanden fanden sich immerhin 11,67% mit der
E2/E3-Kombination. Heterozygote Trager eines E4 Allels fanden sich auch in der
Kontrollgruppe, wobei die Kombination E3/E4 mit 20,68% am haufigsten anzutreffen
war. Insgesamt entsprechen diese Befunde den aktuellen Forschungsergebnissen

und spiegeln das erhdhte Erkrankungsrisiko verbunden mit ApoEe4 wider.

Tab.5.4: ApoE-Allel-Verteilung Gesamtstichprobe

E2/E2 E2/E3 E2/E4 E3/E3 E3/E4 E4/E4 n
Kontrollen 1,03% 11,67% 1,77% 63,22% | 20,68% 1,62% 677
EOAD 2,29% 3,45% 3,45% 41,38% | 34,48% | 14,94% 87
LOAD 0,00% 1,69% 0,42% 38,13% | 48,30% | 11,44% 236
AD gesamt 0.62% 217% 1,24% 39,00% | 44,58% | 12,38% 323

AD = Alzheimer's Disease; EOAD = Patienten mit early-onset Alzheimer's Disease; LOAD = Patienten
mit late-onset Alzheimer's Disease

Die ausgeflhrten Soziovariablen Alter, Schulbildung, Geschlecht sowie die ApoE-

Allelverteilung wurden als Covariablen in die Berechnung integriert.

88



5.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Nach dem Hardy-Weinberg-Prinzip befindet sich eine genetische Population dann im
idealen Gleichgewicht (Hardy-Weinberg-Equilibrium HWE), wenn sich die
Haufigkeiten der Allele nicht verandern, sondern Uber die Generationen konstant
bleiben. In diesem hypothetischen Konstrukt, das allein bei grof3er Individuenzahl
gegeben ist, findet keine Evolution statt. Um die Allelfrequenz modellhaft zu erhalten
sind des Weiteren alle Genotypen in ihrer Fortpflanzung gleich wahrscheinlich und
erfolgreich (Panmixie), es gibt weder Selektion, noch Mutation, noch Migration. Im
realen Kollektiv sind diese Bedingungen nicht gegeben, trotzdem lasst sich das
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht bei grolReren Stichproben anwenden, um etwaige
grobe Abweichungen von der erwarteten Verteilung festzustellen.

Die Genotypverteilung der vorliegenden Stichprobe wurde mit dem exakten Test
nach Fisher auf das HWE geprift und wies keine auffalligen Abweichungen auf
(Tabelle 5.5 und Tabelle 5.6). Die Haufigkeit der Heterozygoten in der untersuchten
Population war nie grof3er als 50%; die selteneren Allele (A1) kamen vorwiegend in

heterozygoten Genotypen vor.
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Tab.5.5: HWE der Gesamtstichprobe und Kontrollgruppe

SNP AM | A2 HWE:V?sztamt Ge(sna)mt HWE‘-)I_(VC\)Ir;trI;oIIen Kon(trrlc;allen
wastobes | G | T | o097 910 0377 612
rsI1EI2_0A2\i1Ib‘:a3 B € 0,736 948 0,798 642
rslszéXsLs% T|c 0,162 920 0,390 617
aoobits | C | T |  oae3 056 0452 649
oraees | A | © | o84l 06 1,000 609
|:2]1R2I;I1P??420841 G | A 0,258 947 0,373 644
tobratas | © | T | 012 021 0,809 622
Matoossy | C | A| o7 073 1,000 650
21“'0%’355'732 CHT 0,072 970 0,286 654
rg?o%gg:% CRIE 0,179 942 0,060 637
iteorer | T C 0,111 963 0,292 653
2%%255437 LR 0,437 913 0,160 616
iieorse | AT 1,000 957 0,673 643
er o CH 0,492 946 0,349 635
r§7%3§626 A | G 0,289 969 0,165 654
rs1p1(i3§5262 G| A bz 960 0,403 645
r§7%3§623 G | T 0,161 899 0,625 605
e e~ 0,847 970 0,274 655
51716966 T]¢ 0,521 969 0,241 655

A1 = Allel mit minorer Frequenz; A2 = Allel mit majorer Frequenz
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Tab.5.6: HWE der Patientengruppe (Gesamt, EOAD und LOAD)

s | a0l S ‘°(‘r';)z Ho E%‘D o L%‘D
p-Wert p-Wert p-Wert
e eas | G| T | 0098 | 208 0,059 79 0.561 219
s | A | G| 0164 | 306 0,589 82 0.310 .~
ey | T C | 1000 | 303 1,000 79 1,000 224
rslzsL()/?)\s;ﬁ?, G v e 307 0,591 80 0,024* 227
e | A |G| o618 | 207 0,506 79 1,000 218
| G | A | 0302 | 303 0,039* 78 1,000 .
N aopean | C | T | 0003 | 299 0,586 76 0.230 993
N aeae | C | A | 0579 | 314 0,099 84 0.709 256
ety | C | T o080 | 316 0,088 85 0,320 231
s | 6| A | 1000 | 305 1,000 79 1,000 226
s | T c | 0202 | 310 0,131 81 0,610 229
e eny | C | G| 0480 | 207 0,359 80 0.229 .
e | A | T| 1000 | 314 1,000 83 1,000 231
ey | C | T | 1000 | 311 1,000 83 1,000 o
e | A G| 1000 | 315 1,000 84 1,000 231
2 |G| A | os06 | 315 0,340 84 1,000 —
e | G| T | 0080 | 204 0,650 77 0,078 217
ee |G| A| 0216 | 315 0,662 85 0.291 .
o, | Tc| os0 | 314 1,000 85 0.508 299

A1 = Allel mit minorer Frequenz; A2 = Allel mit majorer Frequenz; EOAD = Patienten mit early-onset
Alzheimer's Disease; LOAD = Patienten mit late-onset Alzheimer's Disease; ALZ = Gesamtgruppe der
Patienten mit Alzheimer Demenz; * signifikante Abweichung

Bei einer Annahme von p=0,05 lag die Genotypverteilung sowohl in der
Kontrollgruppe, als auch im Patientenkollektiv demnach grundsatzlich im
Gleichgewicht. Eine marginal auffallende Abweichung gab es allein bei den Patienten

(Tabelle 5.6), die jedoch in diesem Fall nicht zum Ausschluss der SNPs flhrte.
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5.3 Genotypverteilung

Die 19 SNPs wurden auf ihre Genotypverteilung in der Kontroll- sowie in der
Patientengruppe (EOAD und LOAD) untersucht, um im Folgenden signifikante
Genotyphaufungen in der untersuchten Population identifizieren zu kénnen.

Eine Ubersicht der Genotypverteilung der  verschiedenen Gruppen
(Patientengruppe/Kontrollgruppe (Tabelle 5.7), Patienten aufgeteilt in EOAD- und
LOAD-Gruppe (Tabelle 5.8)) werden in folgenden Tabellen angefuhrt.

Die Genotypen ergeben sich hierbei grundsatzlich aus dem

1.) homozygoten Genotypen Allel 1 (Allel mit geringerer Frequenz), dem

2.) heterozygoten Genotypen Allel 1 und Allel 2 (Allel mit héherer Frequenz) sowie

3.) dem zweiten homozygoten Genotyp Allel 2. rs4412638

Tab.5.7: Genotypverteilung der Patientengruppe und der Kontrollgruppe

A1/A1 A1/A2 A2/A2 ALZ KON
SNPs ALZ KON ALZ KON ALZ KON (n) (n)

ELAVL4
g GIG GIT T

10 31 115 232 173 349 208 612
ELAVLA
rs12024093 B e e

3 24 83 196 220 422 306 642
ELAVLA
rs12043872 i Ui e

0 0 29 61 274 556 303 617
ELAVLA
rs3009113 Gic an i

41 87 116 314 150 248 307 649
ELAVLA
rs913858 B e e

13 25 107 196 177 388 297 609
HNRNPAZ2B1
rs12113404 il GIA A/A

4 8 48 110 251 526 303 644
HNRNPAZ2B1
rs12672536 Gic an i

0 4 59 107 240 511 299 622
HNRNPAZ2B1
rs4722589 o Gl AU

5 5 62 108 247 546 314 659
HNRNPH3
rs10998072 Gic an i

4 6 39 92 273 556 316 654
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A1/A1

A1/A2

A2/A2

ALZ KON
SNPs ALZ KON ALZ KON ALZ KON (n) (n)
HNRNPH3
rs10998076 cis cin il
0 3 26 43 279 591 305 637
HNRNPH3
rs1162757 w e e
11 19 77 163 222 471 310 653
HNRNPH3
rs16925347 cic ue sie
1 9 51 101 245 506 297 616
HNRNPH3
rs1162756 B = wy
0 2 27 61 287 580 314 643
PCBP2
<1683152 c/iC cIT TIT
30 64 134 259 147 312 311 635
PCBP2
rs784566 B HE eie
30 68 136 261 149 325 315 654
PCBP2
rs11170562 s e Al
35 65 133 264 147 316 315 645
PCBP2
784503 GIG GIT TIT
69 130 163 308 62 167 294 605
PCBP2
rs2249381 s e Al
77 158 169 313 69 184 315 655
PCBP2
$1716966 TIT TIC cic
64 168 162 312 88 175 314 655

A1 = Allel mit minorer Frequenz; A2 = Allel mit majorer Frequenz; ALZ = Patienten mit Alzheimer
Demenz; KON = Kontrollen
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Tab.5.8: Genotypverteilung der EOAD- und LOAD-Gruppen

A1/A1 A1/A2 A2/A2 EOAD LOAD
SNPs EOAD LOAD EOAD LOAD EOAD LOAD (n) (n)

ELAVL4
RPN GIG GIT T

1 9 34 81 44 129 79 219
ELAVL4
rs12024093 B G Glis

0 3 19 64 63 157 82 224
ELAVL4
rs12043872 T e o

0 0 10 19 69 205 79 224
ELAVL4
13 c/c cIT T

8 33 31 85 41 109 80 227
ELAVL4
S a e A/A AIG GIG

2 11 28 79 49 128 79 218
HNRNPAZ2B1
rs12113404 cie Cin B

3 1 11 37 64 187 78 225
HNRNPAZ2B1
rs12672536 o ci E

0 0 17 42 59 181 76 223
HNRNPA2B1
rs4722589 uie i B

4 1 18 44 62 185 84 230
HNRNPH3
rs10998072 uie ci El

2 2 10 29 73 200 85 231
HNRNPH3
rs10998076 cie e B

0 0 6 20 73 206 79 226
HNRNPH3
rs1162757 ey e cie

5 6 20 57 56 166 81 229
HNRNPH3
rs16925347 o o cis

1 0 10 41 69 176 80 217
HNRNPH3
rs1162756 B i E

0 0 7 20 76 211 83 231
PCBP2
o152 c/c cIT T

8 22 37 97 38 109 83 228
PCBP2
st A/A AIG GIG

9 21 38 98 37 112 84 231
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A1/A1 A1/A2 A2/A2 EOAD LOAD
lis EOAD LOAD EOAD LOAD EOAD LOAD (n) (n)
PCBP2
rs11170562 s L s
12 23 34 99 38 109 84 231
PCBP2
4563 GIG GIT T
20 49 41 122 16 46 77 217
PCBP2
rs2249381 s el s
24 53 45 124 16 53 85 230
PCBP2
rs1716966 o S Ge
16 48 42 120 27 61 85 229

A1 = Allel mit minorer Frequenz; A2 = Allel mit majorer Frequenz; EOAD = Patienten mit early-onset
Alzheimer's Disease; LOAD = Patienten mit late-onset Alzheimer's Disease

5.4 Einzel-SNP-Analyse im Hinblick auf eine Assoziation mit der

Alzheimer Demenz

5.4.1 Allel- und Genotypverteilung in der Gruppe der Alzheimer Patienten

Um signifikante Abweichungen in der Genotypverteilung zwischen Patienten und
Kontrollen festzustellen, wurde in einem ersten Schritt die genaue Genotypverteilung
(homozygot A1/A1, heterozygot A1/A2 und homozygot A2/A2) verglichen und
statistisch ausgewertet. Dazu wurden die drei moglichen Allelkombinationen der 19
SNPs im Patientenkollektiv der Kontrollgruppe gegenibergestellt.

Signifikante Unterschiede in der Genotypfrequenz zwischen Patienten und Kontrollen
fanden sich an zwei SNPs, die jeweils dem ELAVL4-Gen zugeordnet werden:
rs12024093 (p=0,019) und rs3009113 (p=0,004). Bei rs2249381 auf PCBP2 liel3 sich

mit einem p-Wert von 0,099 ein Trend zu einer Assoziation feststellen (Tabelle 5.9).
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Tab.5.9: Alzheimer Patienten vs. Kontrollen

Genotyp Dominantes Rezessives Allelverteilung
SNP Modell Modell
PR p-Wert p-Wert B
rsilﬁ\Z/IégS 0,542 0,776 0,307 0,556
rsI1E|2_§2\i1|E)g3 0,019* 0,063* 0,020* 0,017+
rs%@%lg}z 0,907 0,907 1,000 1,000
rs%lf)Ao\sgl{?s 0,004** 0,002** 1,000 0,025**
rgléf\syslég 0,482 0,243 0,861 0,296
1\]1?;]??42021 0,881 0,717 1,000 0,739
'12'5259523861 0,313 0,526 0,310 0,671
Hgfyz%ﬁ? 0,186 0,133 0,307 0,086*
r':1N 0%255732 0,640 0,627 0,736 0,719
r':1N OF;’S\BISP(|)-|736 0,369 0,513 0,555 0,706
l:s,;l?glzig? 0,869 0,878 0,692 0,737
r':1N 6%,;;:437 0,329 0,927 0,180 0,669
|r-|sl;l Tglzl;';g 0,751 0,628 1,000 0,497
rs?g883p1252 0,807 0,494 0,908 0,751
r§7%3§§6 0,631 0,494 0,734 0,752
rsmgggez 0,755 0,536 0,653 0,463
rf?%iggs 0,109 0,041** 0,495 0,097*
r35359§%1 0,099 0,042* 0,936 0,191
rs?$$62266 0,195 0,700 0,077* 0,190

**Signifikanz; *Trend; dominantes Modell = A1A1 + A1A2 vs. A2A2; rezessives Modell = A1A2 + A2A2

vs. A1A1

Tritt ein Allel signifikant gehauft im Patientenkollektiv auf, kann dies flr eine mdgliche

Assoziation des Markers mit der Erkrankung sprechen.

Um eine exaktere

Interpretation der Genotypfrequenzen zu ermdglichen, wurden in einem ersten
Schritt alle homo- bzw. heterozygoten A1-Trager (A1/A1 und A1/A2) den Nicht-A1-
Tragern (und demnach homozygoten A2/A2-Tragern) gegenubergestellt (dominantes
Modell, Tabelle 5.9). Allel 1 (A1) kommt im Vergleich zu Allel 2 (A2) mit minorer

Frequenz in der untersuchten Stichprobe seltener vor.
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Beim Vergleich der homozygoten Trager des dominanten Allels (A1) mit dem Rest,
zeigten sich dabei signifikante Assoziationen in der Verteilungsfrequenz zwischen
A1-Tragern und Nicht-A1-Tragern in jeweils drei SNPs (rs3009113, rs784563,
rs2249381). Ein Weiterer zeigte einen Trend zur Assoziation (rs12024093).

Bei rs3009113 auf ELAVL4 wiesen die Gesunden eine héhere Zahl an A1-Tragern
auf (61,79%) wahrend die Verteilung zwischen den beiden Allelgruppen im
Patientenkollektiv ausgeglichene 51,14% zu 48,86% betrug (Tabelle 5.10). Bei den
beiden PCBP2-SNPs rs784563 und rs2249381 wurde jeweils eine signifikante
Haufung zugunsten der G-Allel-Trager im Patientenkollektiv festgestellt. Bei diesen
drei SNPs Uberwog demnach in der Gesamtstichprobe der Genotyp A1/A1 bzw.
A1/A2 (Tabelle 5.10).

Tab. 5.10: Prozentualer Anteil bei p <0.05 im dominanten Modell (A1- vs. Nicht-A1-Trager)

Nicht-A1-

A1-Trager

SNP Gruppe A1 (%) A2 Triger (%) n p-Wert
Patienten 157 (51,14) 150 (48,86) 307
ELAVL4
rs3009113 Kontrollen C 401 (61,79) T 248 (38,21) 649 0,002
Gesamt 558 (58,37) 398 (41,63) 956
Patienten 232 (78,91) 62 (21,09) 294
PCBP2
rs784563 Kontrollen G 438 (72,40) T 167 (27,60) 605 0,041
Gesamt 670 (74,53) 229 (25,47) 899
Patienten 246 (78,09) 69 (21,90) 315
PCBP2
r$2249381 Kontrollen G 471 (71,91) A 184 (28,09) 655 0,042
Gesamt 717 (73,92) 253 (26,08) 970

A1 = Allel mit minorer Frequenz; A2 = Allel mit majorer Frequenz; n = Gesamtanzahl (100%)

Analog dazu wurde in einem zweiten Schritt der A2-Genotyp (homozygot A2/A2 und
A1/A2) A1/A1, Modell)
gegenubergestellt und auf seine Verteilungshaufigkeit Uberprift (Tabelle 5.9).

Dabei zeichnete sich bei rs12024093 auf ELAVL4 eine Signifikanz mit einem

prozentualem Anteil von 97,15% der G-Allel-Trager in der Gesamtstichprobe aus

heterozygot dem Rest (homozygot rezessives

(Tabelle 5.11), wobei in der untersuchten Patientengruppe 99% A2-Allele besitzen,

wahrend sich im gesunden Kollektiv 96% A2-Trager befanden.
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Tab.5.11: Prozentualer Anteil bei p <0.05 im rezessiven Modell (A2- vs. Nicht-A2-Trager)

A2-Trager

Nicht-A2-

SNP Gruppe A2 (%) A1 Triger (%) n p-Wert
Patienten 303 (99,01) 3(0,98) 306
ELAVL4
rs12024093 Kontrollen G 618 (96,26) A 24 (3,85) 642 0,020
Gesamt 921 (97,15) 27 (2,85) 948

A1 = Allel mit minorer Frequenz; A2 = Allel mit majorer Frequenz; n = Gesamtanzahl (100%)

Bei zwei SNPs konnte ein signifikanter Unterschied in der Allelhaufigkeit zwischen
den Patienten und den gesunden Probanden festgestellt werden. Prozentual
gesehen Uberwog sowohl bei rs12024093 (ELAVL4) als auch bei rs3009113
(ELAVL4) jeweils das A2-Allel. Dabei zeigten sich jedoch signifikante Unterschiede:
wahrend bei rs12024093 funf Prozent mehr Patienten im Vergleich zu den Gesunden
A2-Trager sind, uberwogen bei rs3009113 die A2-Trager mit 27% im Kontrollkollektiv

verglichen zu den Patienten (Tabelle 5.12).

Tab.5.12: Prozentualer Anteil der Allelverteilung bei p <0.05

SNP Gruppe A1 (%( A2 (%) n p-Wert
Patienten 89 (14,54) 523 (85,56) 612
ELAVL4
rs12024093 | Kontrollen 244 (19,55) 1040 (80,99) 1284 0,017
Gesamt 333 (17,56) 1563 (82,44) 1896
Patienten 198 (32,25) 416 (67,75) 614
ELAVL4
rs3009113 Kontrollen 61(4,94) 1173 (95,06) 1234 0,025
Gesamt 259 (14,02) 1589 (85,98) 1848

A1 = Allel mit minorer Frequenz; A2 = Allel mit majorer Frequenz; n = Gesamtanzahl (100%)

5.4.2 Allel- und Genotypverteilung in der EOAD- und LOAD-Gruppe

Eine inhaltlich differenziertere Interpretation der Resultate lasst die Aufspaltung des
Patientenkollektivs in EOAD und LOAD zu. Die beschriebenen Schritte zu Analyse
der Genotypverteilung wurden separat flr beide Gruppen der Patienten mit frihem
bzw. spatem Beginn der AD wiederholt. Erneut wurden zum einen alle homo- bzw.
(A1/A1 und A1/A2) den Nicht-A1-Tragern

gegenubergestellt, zum anderen wurde der homozygote Genotyp A1/A1 der A2-

heterozygoten  A1-Trager
Gruppe gegenubergestellt (Tabelle 5.13 und 5.14).
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Tab.5.13: Early-onset Alzheimer Patienten (EOAD) vs. Kontrollen

Genotyp Dominantes Rezessives Allelverteilung
SNP Modell Modell
[EREER p-Wert p-Wert [FNEE
ri%égs 0,275 0,904 0,161 0,767
rs|15|2_oAz\£1lb493 0,051* 0,046** 0,097* 0,018*
512043672 0431 0431 1,000 0442
rsEslf)%\élﬁs 0,088" 0,029** 0,483 0,045
rgléf\?}g?aa 0,779 0,804 0,758 1,000
TET 1P§4'?0E211 0,169 1,000 0,106 0,670
12672536 0540 0347 1,000 0.462
HQ%Z@%? 0,008** 0,051* 0,012** 0,012**
510098072 0324 1,000 0232 0,881
r|:1N OFEJSSP(;% these 0,820 1,000 1,000
'?Sﬁ‘ﬁ‘é“;;?? 0,285 0,601 0,172 0,304
r|:1N GFEJZISPBHf? 0,703 0,434 1,000 0,472
iﬂ?gggg 1,000 0,844 1,000 0,849
rslngB3P1252 Ut 0,641 1,000 0,721
r§7%3§§6 0,588 0,355 0,851 0,425
rsm?ggaz e 0,563 0,256 0,289
r§7%3§§3 0,387 0,222 0,382 0,199
rszgfggm 0,183 0,091* 0,423 0,104
rsI?$186|39266 0,333 0,365 0,185 0,166

**Signifikanz; *Trend; dominantes Modell = A1A1 + A1A2 vs. A2A2; rezessives Modell = A1A2 + A2A2

vs. A1A1

Bei der separaten Betrachtung der Genotypverteilung des in EOAD und LOAD

aufgeteilten Patientenkollektivs,

zeigt

in der

EOAD-Gruppe

rs4722589 auf

HNRNPA2B1 eine signifikante Abweichung bei einem p-Wert von 0,008. Zwei
weitere SNPs (rs12024093 und rs3009113) auf dem ELAVL4-Gen zeigten einen

Trend auf.
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Im Genotypvergleich der LOAD-Gruppe mit den gesunden Probanden ergab sich
eine weitere Assoziation des SNPs rs3009113 (ELAVL4) bei einem p-Wert von 0,013

(Tabelle 5.14).

Tab.5.14: Late-onset Alzheimer Patienten (LOAD) vs. Kontrollen

Genotyp Dominantes Rezessives Allelverteilung
SNP Modell Modell
SR p-Wert p-Wert SRR
5212608 0834 069" 0713 0,600
rsI1E|2_§2\i1|E)23 0,149 0,249 0,115 0,117
rs%ézg}z 0,597 0,597 1,000 0,606
rs%leogl{?s 0,013** 0,012** 0,655 0,101
rgléf\syslég 0,406 0,194 0,564 0,193
Ts12113404 0677 0,687 0,460 0515
'12'5259523861 0,593 0,761 0,578 0,924
42250 0,600 0424 1,000 0513
r':1N 0%255732 0,893 0,590 1,000 0,614
r':? OF;’S\BISP(|)-|736 0,390 0,466 0,571 0,578
|r-|s';l Tglzig? 1,000 0,932 1,000 0,940
r':? 6%215P:|3-|437 0,156 0,759 0,122 1,000
ﬂ?&?zigg 0,887 0,695 1,000 0,615
rsligSBSP1252 0,893 0,758 0,898 0,859
r§7%3§§6 0,760 0,760 0,613 1,000
rs 1P1(i§(§5262 0,877 0,646 1,000 0,769
rerode63 0,169 0,071 0,774 0,198
rszgélBQZ%ﬂ 0,226 0,142 0,788 0,481
rsF1,$1B 62266 0,320 1,000 0,180 0,416

**Signifikanz; *Trend; dominantes Modell = A1A1 + A1A2 vs. A2A2; rezessives Modell = A1A2 + A2A2
vs. A1A1

Wahrend sich in der Gruppe der A1-Trager vs. A2/A2 (dominantes Modell) sowohl in
der EOAD als auch in der LOAD-Gruppe signifikante Unterschiede prasentierten,

zeigte sich in der zweiten Gruppe (A2 vs. A1/A1 = rezessives Modell) allein

100



rs4722589 in der EOAD Gruppe mit einem p-Wert von 0,012 auffallig. Zudem wies
rs12024093 auf ELAVL4 einen Trend auf und kam haufiger in der homozygoten
A2/A2 Variante vor. Bei rs3009113 (ELAVL4) kam sowohl im EOAD- als auch im
LOAD-Kollektiv ebenfalls die A2/A2 Variante im Vergleich haufiger vor. Bei
rs4722589 (HNRNPA2B1) in der EOAD-Gruppe wiederum lie3 sich feststellen, dass
Nicht-A2-Trager bei den Kontrollen fast nie vorkommen (0,76%), wahrend sie bei den
Patienten mit 4,76% vertreten sind (Tabelle 5.15).

Tab.5.15: Prozentualer Anteil bei p <0.05 im dominanten und rezessiven Modell

A1-Trager Nicht-A1-
SNP Gruppe A1 (%) A2 Triger (%) n p-Wert
Patienten
EOAD 19 (23,17) 63 (76,83) 82
ELAVL4 A G 0,046
rs12024093 Kontrollen 229 (34,27) 422 (65,73) 642
Gesamt 339 (33,01) 485 (66,99) 724
Patienten
EOAD 39 (48,75) 41 (51,25) 80
ELAVL4 C T 0,029
rs3009113 Kontrollen 401 (61,79) 248 (38,21) 649
Gesamt 440 (60,69) 289 (39,38) 725
Patienten
LOAD 118 (51,98) 109 (48,02) 227
ELAVL4 C T 0,012
rs3009113 Kontrollen 401 (61,79) 248 (38,21) 649
Gesamt 519 (59,25) 357 (40,75) 876
A2-Trager Nicht-A2-
SNP Gruppe A2 (%) A1 Triger (%) n p-Wert
Patienten
EOAD 80 (95,24) 4 (4,76) 84
HNRNPA2B1 A C 0,012
rs4722589 Kontrollen 654 (97,87) 5(0,76) 659
Gesamt 734 (98,79) 9(1,21) 743

A1 = Allel mit minorer Frequenz; A2 = Allel mit majorer Frequenz; n = Gesamtanzahl (100%)

Die absolute Allelverteilung zeigte sich bei zwei SNPs in der EOAD-Gruppe auffallig
(Tabelle 5.15). Die haufigeren A2-Allele zeigten sich dabei bei rs12024093 (ELAVL4)
mit rund 7% haufiger im Patientenkollektiv verglichen mit den Kontrollen. Bei
rs4722589 (HNRNPA2B1) uberwog das A-Allel mit 15% in der Patientengruppe,
wahrend nur 8,9% der Kontrollen C-Trager waren (Tabelle 5.16). In der LOAD-

Gruppe konnte weder ein Trend-, noch ein Signifikanzniveau erreicht werden.
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Tab.5.16: Prozentualer Anteil der Allelverteilung bei p <0.05 im EOAD-Kollektiv

SNP Gruppe A1 (%) A2 (%) n p-Wert
Patienten
EOAD 19 (11,59) 145 (88,41) 164
ELAVL4
rs12024093 Kontrollen 244 (19,00) 1040 (80,99) 1284 0,018
Gesamt 263 (18,16) 1185 (81,84) 1448
Patienten
EOAD 26 (15,48) 142 (84,52) 168
HNRNPA2B1 0,012
rs4722589 Kontrollen 118 (8,95) 1200 (91,05) 1318
Gesamt 144 (9,69) 1342 (90,31) 1486

A1 = Allel mit minorer Frequenz; A2 = Allel mit majorer Frequenz; n = Gesamtanzahl (100%)

5.5 Assoziation der Polymorphismen mit Subtests der CERAD und
dem MMSE

Neben einer grundsatzlichen Assoziation mit der Alzheimer Erkrankung war das Ziel
dieser Studie die Feststellung eines mdglichen Zusammenhangs zwischen den
Genotypen der untersuchten SNPs und bestimmten kognitiven Parametern.

Dazu wurde mit den 323 Alzheimerpatienten und 677 Kontrollprobanden eine
strukturierte Testbatterie zur Erfassung der kognitiven Domanen bzw. der defizitaren
Ausfalle im Rahmen der AD durchgefuhrt. Die Assoziation zwischen den
Genotypfrequenzen und den neuropsychologischen Tests im MMSE und den
Subtests der CERAD-Batterie (Boston Naming Test, Wortliste lernen (abrufen) und
wiedererkennen), wurden mittels multipler linearer Regression bestimmt. Die
CERAD-Batterie wurde ausschlieBlich mit den Patienten durchgefuhrt. Alter,
Geschlecht, Bildungsgrad, sowie ApoE-Genotyp gingen als Kovariablen in die
Berechnung mit ein.

In einem ersten Schritt wurden die Genotypen zwischen den Gruppen mit der
jeweiligen Punktewertung verglichen. Um zu bestimmen, ob ein bestimmtes Allel
einen signifikanten Einfluss auf den Punktwert hatte, wurden in weiteren
Berechnungen jeweils die Trager des minoren Allels (A1) mit den homozygoten
Tragern des haufigeren Allels (A2) verglichen. Analog dazu, wurden die Trager des

haufigeren Allels A2 den homozygoten A1-Tragern gegenubergestellit.
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5.5.1 MMSE

a) Patienten mit Alzheimer Demenz (EOAD und LOAD)

In der Gesamtgruppe der Alzheimerpatienten (EOAD und LOAD) zeigten sich bei vier
SNPs des PCBP2-Gens unterschiedliche Leistungen zwischen den Genotypen
(Tabelle 5.17). Bei rs1683152, rs784566 und rs11170562 war eine bessere Leistung
bei den homozygoten A2-Tragern zu beobachten, wahrend homozygote A1-Trager
jeweils das schlechteste Ergebnis erzielten. Dabei lag zwischen den homozygoten
Genotypen eine durchschnittliche Differenz von rund 4 Punkten. Umgekehrt verhielt
es sich einzig bei rs1716966: homozygote Trager des Effektallels (Allel mit minorer
Frequenz) A1 erzielten ein im Schnitt um 2 Punkte besseres Ergebnis. Damit deuten
die untersuchten Polymorphismen auf dem PCBP2-Gen auf eine Assoziation der
Genotypverteilung mit den erreichten Punkten beim MMSE hin: Aul3er bei rs1716966
schnitten A2-Trager im Durchschnitt besser ab. Dies wurde bereits bei der Analyse
des additiven Modells augenscheinlich, und verdeutlichte sich nochmals beim
Vergleich der Alleltrager im dominanten bzw. rezessiven Modell, wobei das A2-Allel
der drei SNPs rs1683152, rs784566 und rs11170562 jeweils mit einer hoheren

Punktwertung assoziierbar war (Abbildung 5.1).

Tab.5.17: MMSE Gesamtgruppe Patienten

NP a1 | az| MW (SE) MW (SE) MW (SE) | ADD | REZ | DOM
A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert | p-Wert | p-Wert
r$1683152 16,871 18,690 20,509 ” ” ”
pcep2 | C | T | (0962 (0,477) (0,573) | 9003 | 0,014™ 10,016
5784566 16,820 18,637 20,453 - - -
pcBP2 | A | © | (0972 (0,482) R 0002 | 0,021°* | 0,009
rs11170562 16,786 18,704 20,623 - - -
pceP2 | © | A |  (0.926) (0.463) ©0571) | 9002 | 0,006 1 0,013
rs1716966 20,749 19,531 18,313 ol -
pceP2 | ' | © | (0.761) (0.419) ©0706) | %031 ey
rs12113404 16,134 17,99 19,846 ; -
HNRNPA2B1 | © | A | (1.878) (0,928) ©0463) | 0057 - | 0,024
r$12672536 13,449 16,78 20,114 - -
HNRNPA2B1 | © | T | (2.099) (1,020) e 0004 | na. 0,004
MW = adjustierter Mittelwert (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer
Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** = Signifikanz; * = Trend; - = weder Trend- noch

Signifikanzniveau erreicht; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 & A2/A2); DOM = dominantes
Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs. A2/A2 vs. A1/A2)
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Zwei weitere SNPs auf dem HNRNPA2B1-Gen konnten im Vergleich mit einer
besseren Leistung der heterozygoten A2-Trager assoziiert werden: rs12113404 und

rs12672536 zeigten jeweils eine bessere Leistung im A2-Kollektiv.
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Abbildung 5.1: Adjustierte Mittelwerte (MW) MMSE

5.5.2 Boston Naming Test (CERAD)

a) Patienten mit Alzheimer Demenz (EOAD und LOAD)

Beim Boston Naming Test zeigten sich in der Assoziation der kognitiven Leistung mit
der Genotypverteilung im additiven Modell alle 6 SNPs auf dem PCBP2-Gen auffallig
(Tabelle 5.18).
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Tab.5.18: Boston Naming Test Gesamtgruppe Patienten

NP a1 | az| MW (SE) MW (SE) MW (SE) | ADD | REZ | DOM
A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert | p-Wert | p-Wert
r$1683152 9,081 10,815 11,650 " " )
pcep2 | C | T | (0543) (0,269) (0,326) | 90197 | 0,046™ | 0,059
5784566 10,079 10,827 11,576 . ol
pceP2 | A | © | (0542 (0.268) (0323) | %0357 | 0,047
rs11170562 9,937 10,830 11,723 " . .
pcep2 | C | A | (0525) (0,262) (0,325) | 90117 | 0,017 1 0,054
5784563 10,423 11.219 12,016 . ol
pceP2 | © | T | (0420 (0.236) 0431) | 9025 | 0,041
(52249381 10,383 11,155 11,927 . . .
pcBP2 | C | A | (0409 (0,233) 0419) | 9:024™ | 0,090 | 0,051
rs1716966 11,922 11178 10,434 " wl
pceP2 | ' | © | (0428 (0,235) (0.397) | 029" 0,033
rs12113404 9,167 10,24 11,302 . "
HNRNPAZB1 | © | A | (1)035) (0.511) (0256 | 0058 | - | 0011
r$12672536 8,240 9,82 11,404 " .
HNRNPA2B1 | © | T | (1.146) (0,557) R 0009 | na. | 0,009
MW = adjustierter Mittelwert (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer
Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** = Signifikanz; * = Trend; - = weder Trend- noch

Signifikanzniveau erreicht; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 & A2/A2); DOM = dominantes
Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs. A2/A2 vs. A1/A2)

Bei rs1683152, rs784566, rs11170562, rs784563 und rs2249381 war bei
homozygoten A1-Tragern jeweils die schlechtere Leistung zu beobachten.
Heterozygote Trager schnitten im Vergleich besser als homozygote A1-Trager, aber
schlechter als homozygote A2-Trager ab. Bei rs1716966 ging der Trend in die
umgekehrte Richtung: Trager des weniger haufigen C-Allels schnitten
durchschnittlich schlechter beim Boston Naming Test ab (Abbildung 5.2). Es konnten
keine weiteren Assoziationen der Polymorphismen auf den anderen Genen

festgestellt werden.
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Abbildung 5.2: Adjustierte Mittelwerte (MW) im Boston Naming Test

b) EOAD

Bei der Gruppe der jungeren EOAD-Patienten wiederholten sich teilweise die
Ergebnisse der Gesamtgruppe: rs11170562, rs2249381 und rs1716966 (alle drei auf

PCBP2) zeigten signifikante Abweichungen im konfrontativen Benennen zwischen

den Genotypen, wobei bei rs1716966 im Gegensatz zur Gesamtgruppenanalyse die

homozygoten T-Trager am schlechtesten abschnitten (Tabelle 5.19). Bei rs1683152
lie® sich ein Trend feststellen (p = 0,048). Ein weiterer SNP auf ELAVL4 (rs913858)

zeigte im rezessiven Modell eine signifikante Abweichung (p = 0,017).

Tab.5.19: Boston Naming Test EOAD

SNP A1 | A2 MW (SE) MW (SE) MW (SE) ADD REZ DOM

A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert | p-Wert | p-Wert
Savs | A | iz | osw | waem | %] -
hcaes |G| A % | el | pam | oo |oosr|
rséédéas,? G| A (gjggg) (101,},3200% (112,’071376) 0,037 0,056*
e |7 o | aoee | gm0 o oo |

MW = adjustierter Mittelwerte (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer
Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** =Signifikanz; * = Trend; - =
Signifikanzniveau erreicht; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 & A2/A2); DOM = dominantes
Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs. A2/A2 vs. A1/A2)
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c) LOAD

Im Genotypvergleich der LOAD-Gruppe liel3 sich im dominanten, sowie im additiven
Modell, bei zwei SNPs (rs12113404 und rs12672536) des HNRNPA2B1-Gens das
jeweilige A2-Allel mit einer besseren Performance im Boston Naming Test
assoziieren (Tabelle 5.20). Auf den weiteren Genen konnte kein Polymorphismus mit

einer abweichenden Leistung im Boston Naming Test assoziiert werden.

Tab.5.20: Boston Naming Test LOAD

SNP Al | A2 MW (SE) MW (SE) MW (SE) ADD REZ DOM

A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert | p-Wert | p-Wert

rs12113404 8,119 9,795 11,470 o _ o
HNRNPA2B1 | © | A | (1.289) (0.632) (0,282) | %018 0,010

rs12672536 8,159 9,836 11,514 o -
HNRNPA2B1 | © | T | (1.304) (0.635) ©0286) | 9017 MEs | Sy

MW = adjustierter Mittelwert (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer

Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** =Signifikanz; * = Trend; - = weder Trend- noch

Signifikanzniveau erreicht; n.a. = nicht angegeben; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 &
A2/A2); DOM = dominantes Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs.
A2/A2 vs. A1/A2)

5.5.3 Wortliste Gedachtnis

a) Patienten mit Alzheimer Demenz (EOAD und LOAD)

Im Gesamtergebnis der drei Lerndurchgange bei der Wortliste konnten bei zwei
SNPs auf ELAVL4 und HNRNPA2B1 signifikante Assoziationen zwischen Genotyp
und Gedachtnisleistung festgestellt werden. Bei einem weiterem SNP (rs11170562,
PCBP2) fand sich eine tendenzielle Verbesserung der Leistung bei homozygoten G-
Tragern (A1) bei einem p-Wert von 0,081. In der Analyse der Allele lieRen sich
weiterhin bei rs12113404 und rs12672536 die jeweiligen A2-Allele mit einer
Uberzeugend besseren Gedachtnisleistung assoziieren (Tabelle 5.21 und Abbildung
5.3).
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Tab.5.21: Wortliste Gesamtergebnis Gesamtgruppe Patienten

SNP A1 | A2 MW (SE) MW (SE) MW (SE) ADD REZ DOM
A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert | p-Wert | p-Wert
rs913858 11,978 10,951 9,924 N o )
ELavida | A | C | (1,037 (0,500) (0.433) | 008" | 0,037

rs4722589 14,226 12,086 9,946 - " -
HNRNPA2B1 | © | A | (1,296) (0,632) (0.379) | 003" | 00697 10,007
rs12113404 7,968 9,348 10,729 N o
HNRNPA2B1 | © | A | (1510) (0.746) 0372 | 0084 | - | 0017
rs12672536 6,214 8,566 10,918 - -
HNRNPA2B1 | © | T | (1,706) Oose) | (oase | 0006%| na | o006
MW = adjustierter Mittelwert (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer
Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** =Signifikanz; * = Trend; - = weder Trend- noch

Signifikanzniveau erreicht; n.a. = nicht angegeben; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 &
A2/A2); DOM = dominantes Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs.
A2/A2 vs. A1/A2)
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Abbildung 5.3: Adjustierte Mittelwerte (MW) Gesamtwert Wortliste signifikanter SNPs

b) EOAD

Beim Genotypvergleich der EOAD-Gruppe zeigte sich rs4722589 auf HNRNPA2B1
auffallig und in der Allelanalyse konnte eine bessere Leistung bei A2-Tragern
festgestellt werden (Tabelle 5.22). Die Differenz zwischen homozygoten A1- bzw. A2-
Tragern bei rs4722589 betrug dabei im Durchschnitt 7,5 Punkte.
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Tab.5.22: Wortliste Gesamtergebnis EOAD

SNP Al | A2 MW (SE) MW (SE) MW (SE) ADD REZ DOM
A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert | p-Wert | p-Wert
rs4722589 2,574 6,303 10,033 o ) o
HNRNPA2B1 | © | A | (3813) (1.828) ©0.966) | 9019 0,026
MW = adjustierter Mittelwert (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer
Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** = Signifikanz; * = Trend; - = weder Trend- noch

Signifikanzniveau erreicht; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 & A2/A2); DOM = dominantes
Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs. A2/A2 vs. A1/A2)

c) LOAD

In der LOAD-Gruppe fand sich bei rs913858 (ELAVL4) im additiven Modell eine
Signifikanz von p = 0,019. Dabei war das A1-Allel in seiner homozygoten Ausflihrung
Von funf weiteren SNPs konnte im
Neben ELAVL4 waren auf
HNRNPA2B1 zwei SNPs mit einer besseren Gedachtnisleistung bei der A2/A2- bzw.
A1/A2-Kombination assoziierbar (Tabelle 5.23).

mit der besten Leistung verbunden.

Genotypvergleich kein Ergebnis erlangt werden.

Tab.5.23: Wortliste Gesamtergebnis LOAD

SNP A1 | A2 MW (SE) MW (SE) MW (SE) ADD REZ DOM
A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert | p-Wert | p-Wert
rs913858 13,086 11,670 10,254 o o "
ELavea | A | G| (1,027 (0,500) (0.458) | %019 | 0,034™ | 0,061
rs12113404 8,280 9,761 11,242 N -
HNRNPA2B1 | © | A | (1805) (0.886) ©0.388) | 0065 - e
rs12672536 7,751 9,501 11,252 - o
HNRNPA2B1 | © | T | (1.844) (0.900) (0.306) | 9036 na. | 0,036
MW = adjustierter Mittelwert (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer
Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** = Signifikanz; * = Trend; - = weder Trend- noch

Signifikanzniveau erreicht; n.a. = nicht angegeben; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 &
A2/A2); DOM = dominantes Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs.
A2/A2 vs. A1/A2)

5.5.4 Wortliste abrufen

a) Patienten mit Alzheimer Demenz (EOAD und LOAD)

Das verbale episodische Gedachtnis der Patienten liel} sich bei rs913858 (ELAVL4)
und rs1716966 auf PCBP2 mit einer besseren Leistung der Allel-1-Trager
assoziieren (Tabelle 5.24). Der marginal verbesserte Abruf ist dabei um maximal
0,919 Punkte (ELAVL4) bzw. 0,735 (PCBP2) besser. Bei weiteren 3 SNPs
(rs1683152, rs784566 und rs11170562) auf PCBP2 und einem SNP (rs12672536)
auf HNRNPA2B1 war eine bessere Gedachtnisleistung hingegen jeweils mit der A2-

Variante assoziierbar.
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Tab.5.24: Wortliste abrufen Gesamtgruppe Patienten

NP a1 | Az | MW (SE) MW (SE) MW (SE) | ADD | REZ | DOM
A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert | p-Wert | p-Wert
rs913858 2,338 1879 1419 . wl
ELavia | A | C | (0377) (0.182) ©157) | %035™ | 0,009
rs1716966 1,082 1614 1247 . ) ]
pceP2 | ' | © | (0223 (0.123) 0208) | 9032 | 0,062% | 0,098
r$1683152 0,893 1,404 1914 wl .
pceP2 | C | T | (0282 (0.140) ©0167) | %011 0,009
(5784566 0,923 1,408 1,892 wl .
pceP2 | A | © | (0.286) (0.142) ©168) | %018 By
rs11170562 0,945 1413 1,881 wl .
pceP2 | C | A | (0273 (0.137) ©o1e6) | 9017 0,014
r$12672536 0,261 1,004 1,747 n N
HNRNPA2B1 | © | T | (0621) (0.302) EREG 0025 | na. | 0,025
MW = adjustierter Mittelwert (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer
Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** = Signifikanz; * = Trend; - = weder Trend- noch

Signifikanzniveau erreicht; n.a. = nicht angegeben; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 &
A2/A2); DOM = dominantes Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs.
A2/A2 vs. A1/A2)

b) EOAD

Im EOAD-Patientenkollektiv wurde bei drei SNPs auf dem PCBP2-Gen eine
Signifikanz festgestellt: bei rs2249381 wurde eine bessere Gedachtnisleistung mit
homozygoten A2-Tragern assoziiert, bei rs2249381 schnitten homozygote C-Trager
um 1,2 Punkte besser ab als homozygote T-Trager und bei rs784563 zeigten T-
Trager eine bessere Leistung auf. Ein zusatzlicher SNP auf HNRNPH3, sowie ein
Weiterer auf HNRNPA2B1 zeigten signifikante Abweichungen (Tabelle 5.25).

Tab.5.25: Wortliste abrufen EOAD

SNP A1 A2 MW (SE) MW (SE) MW (SE) ADD REZ DOM
A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert | p-Wert | p-Wert
rs2249381 1,336 1,866 2,397 N -
pceP2 | A | © | (0431 (0.252) 0490) | 0082 - | 0,006
rs1716966 1,182 1,808 2,433 - - i
pceP2 | ' | © | (0374) (0.241) (0469) | 020" | 0,008
rs784563 1,071 1,579 2,086 -
pceP2 | © | T | (0489 (0.249) (0.344) - - | 0,026
rs16925347 1,977 1,889 1,800 - i -
HNRNPH3 | © | © | (0873) (0.431) ©0286) | %013 EalE
rs12672536 1,338 1,545 1,753 - -
HNRNPA2B1 | © | T | (0.861) (0432) 0273 | 0018 | na | 0018
MW = adjustierter Mittelwert (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer
Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** = Signifikanz; * = Trend; - = weder Trend- noch

Signifikanzniveau erreicht; n.a. = nicht angegeben; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 &
A2/A2); DOM = dominantes Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs.
A2/A2 vs. A1/A2)
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c) LOAD

Bei den Patienten mit spatem Ausbruch der AD waren drei SNPs auf PCBP2 und
einer auf ELAVL4 hinsichtlich der Gedachtnisleistung auffallig (Tabelle 5.26).
Wahrend bei rs913858 eine verbesserte Leistung mit dem homozygoten G-Genotyp
assoziiert werden konnte, konnte bei rs1683152 und rs784566 das jeweilige Allel mit
der haufigeren Frequenz mit einer besseren Leistung assoziiert werden. Trager des

homozygoten A-Allels schnitten bei rs11170562 besser ab.

Tab.5.26: Wortliste abrufen LOAD

SNP Al | A2 MW (SE) MW (SE) MW (SE) ADD REZ DOM
A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert | p-Wert | p-Wert

rs913858 2,451 1,881 1,310 - o .
ELavia | A | © | (0407 (0.198) ©0180) | 9019 10,0121 0,090
rs1683152 0,834 1,342 1,851 - o .
PCBP2 C 1 T (0331 (0.165) ©0.18g) | 9023 | 0,074 0,052
rs784566 0,872 1,358 1,844 o N .
pcer2 | A | © | (0,335) (0.167) (0,187) | 90307 | 00627 10,077
rs11170562 0,862 1,338 1,813 - * .
pcePr2 | © | A | (0,328) (0.163) (0,188) | 90337 | 00787 1 0,078
MW = adjustierter Mittelwert (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer
Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** = Signifikanz; * = Trend; - = weder Trend- noch

Signifikanzniveau erreicht; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 & A2/A2); DOM = dominantes
Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs. A2/A2 vs. A1/A2)

5.5.5 Wortliste erkennen

a) Patienten mit Alzheimer Demenz (EOAD und LOAD)

Beim unterstutzten Abrufen konnte in der Gesamtgruppe der Patienten jeweils ein
SNP auf dem HNRNPA2B1- und dem PCBP2-Gen als signifikant identifiziert werden
(Tabelle 5.27).

Tab.5.27: Wortliste erkennen Gesamtgruppe Patienten

SNP A1 | A2 MW (SE) MW (SE) MW (SE) ADD REZ DOM

A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert | p-Wert | p-Wert

rs12672536 2,465 3,925 5,385 o o
HNRNPAZB1 | © | T | (1109) (0,539) ©0251) | %011 na. |0,011

rs1683152 4,164 4,935 5,706 o ) -
pcP2 | C | T | (0514) (0,255) (0.304) | 9039 0,033

MW = adjustierter Mittelwert (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer

Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** = Signifikanz; * = Trend; - = weder Trend- noch

Signifikanzniveau erreicht; n.a. = nicht angegeben; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 &
A2/A2); DOM = dominantes Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs.
A2/A2 vs. A1/A2)
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b) EOAD

In der EOAD-Gruppe zeigten bei rs1683152 (PCBP2) C-Allel-Trager eine bessere
Leistung, wahrend bei rs11170562 (ebenso PCBP2) A-Trager besser abschnitten
(Tabelle 5.28).

Tab.5.28: Wortliste erkennen EOAD

SNP A1l A2 MW (SE) MW (SE) MW (SE) ADD REZ DOM

A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert p-Wert | p-Wert

rs1683152 6,342 5,682 5,022 . -
pcep2 | C | T | @270 (1619) 0414y | 0088 - 0,029

rs11170562 3,724 4,718 5,712 . -
pceP2 | © | A | (0906) (0.437) ©0604) | 005 © |

MW = adjustierter Mittelwert (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer

Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** = Signifikanz; * = Trend; - = weder Trend- noch

Signifikanzniveau erreicht; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 & A2/A2); DOM = dominantes
Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs. A2/A2 vs. A1/A2)

c) LOAD

In der LOAD-Gruppe konnten bei rs12113404 und rs12672536 (beide HNRNPA2B1)
bessere Gedachtnisleistungen mit dem jeweiligen A2-Allel assoziiert werden (Tabelle
5.29).

Tab.5.29: Wortliste erkennen LOAD

SNP A1 | A2 MW (SE) MW (SE) MW (SE) ADD REZ DOM
A1/A1 A1/A2 A2/A2 p-Wert p-Wert | p-Wert
rs12113404 3,260 4,387 5,513 N o
HNRNPA2B1 | © | A | (1342 (0.659) (0.289) 0,086 - 0,043
rs12672536 1,743 3,585 5,426 o -
HNRNPA2B1 | © | T |  (1.348) (0.657) (©0200) | 0007 na. | 0,007
MW = adjustierter Mittelwert (additives Modell); SE = Standardfehler; A1 = Allel mit niedrigerer
Frequenz; A2 = Allel mit héherer Frequenz; ** = Signifikanz; * = Trend; - = weder Trend- noch

Signifikanzniveau erreicht; n.a. = nicht angegeben; REZ = rezessives Modell (A1/A1 vs. A1/A2 &
A2/A2); DOM = dominantes Modell (A2/A2 vs. A1/A2 und A1/A1); ADD = additives Modell (A1/A1 vs.
A2/A2 vs. A1/A2)
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5.6 Haplotypanalyse

Die Wahrscheinlichkeit gemeinsam vererbt zu werden, steigt fur Allele proportional
zu ihrer physikalischen Nahe zueinander. Zwei benachbarte Genorte sind wahrend
der Meiose einem geringerem crossing-over Risiko ausgesetzt, d.h. sie werden mit
einer hdheren Wahrscheinlichkeit durch den chromosomalen
Rekombinationsprozess nicht getrennt. Solche Allele befinden sich im linkage
disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht): zwei gekoppelte Marker einer Population
werden aufgrund ihrer Lokalisation haufiger gemeinsam vererbt als nach ihren
individuellen Frequenzen zu erwarten ware, daher kann bei Vorliegen einer solcher
Variante mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Zweite geschlossen werden. Das
Kopplungsungleichgewicht ist demnach ein Mal} fir die Abhangigkeit zwischen
Allelen zweier Loci. Diese Varianten von non-random-associated Loci erlauben durch
ihre Lokalisation und Vererbungsmuster die Erstellung von sog. genetic linkage
maps.

Alle 19 Marker auf den 4 verschiedenen Genen (ELAVL4, HNRNPA2B1, PCBP2 und
HNRNPH3), die auf vier verschiedenen Chromosomen liegen, wurden auf ihr LD
untersucht. Dabei ergaben sich 4 verschiedene Bldocke von zusammengehdrigen
SNPs, die im LD liegen. Auf ELAVL4 sind das zum einen rs4412638 mit rs12024093,
sowie rs3009113 mit rs913858. Auf HNRNPA2B1 liegen rs12113404 und
rs12672536 im Kopplungsungleichgewicht; auf PCBP2 liegen alle sechs SNPs
(rs1683152, rs784566, rs11170562, rs784563, rs2249381 und rs1716966) im LD.
Auf HNRNPH3 lagen keine Marker im linkage disequilibrium. Diese jeweilig als zu
einem Block zugehorig identifizierten SNPs lagen auf allen drei Genen sowohl im
Patientenkollektiv (EOAD und LOAD) als auch in der Gesamtstichprobe im
Kopplungsungleichgewicht.

Tab.5.30: SNPs im Kopplungsungleichgewicht

Gen SNPs im Kopplungsungleichgewicht

ELAVL4 rs4412638, rs12024093

ELAVL4 rs3009113, rs913858

HNRNPA2B1 rs12113404, rs12672536

PCBP2 rs1683152, rs784566, rs11170562, rs784563, rs2249381, rs1716966
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5.6.1 Haplotypverteilungsanalyse auf eine Assoziation mit der Alzheimer

Demenz
a) ELAVL4
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Abbildung 5.4: Haplotypblécke der untersuchten SNPs auf ELAVL4 (rote Kastchen ohne Zahl = Wert
von 100)

Auf ELAVL4 lieRen sich mittels Haploview (Barrett et al., 2005) zwei LD-Blécke
identifizieren. Im Kopplungsungleichgewicht liegen demnach auf Block 1 ein 15
Kilobasenpaar langer Genombereich mit den SNPs rs4412638 und rs12024093,
sowie auf einem zweiten, acht Kilobasenpaaren langer LD-Block rs3009113 und
rs913858 (Abbildung 5.4).

Die Haplotypanalyse ergab dabei zum einen einen Zusammenhang zwischen dem
Haplotypblock 1, bestehend aus rs4412638 und rs12024093 und der Alzheimer
Demenz, sowie eine weitere signifikante Assoziation des zweiten Blocks, bestehend
aus rs3009113 und rs913858 (Tabelle 5.31).
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Tab.5.31: Assoziation der Haplotypen auf ELAVL4 mit EOAD und LOAD

Frequenz Score Simulierter
ELAVL4 Haplotyp p-Wert

EOAD | LOAD EOAD | LOAD | EOAD LOAD

TG 0,762 | 0,766 0,218 | 0,64 0,920 0,56

Block 1:

rs4412638 .

112024093 GA 0,177 0,176 -1,807 | -1,391 0,081 0,159
GG 0,061 0,059 2,472 1,059 0,017** 0,319
TG 0,431 0,432 1,491 1,122 0,124 0,251

Block 2:

rs3009113 rs913858
CG 0,368 0,362 -1,657 | -1,821 0,109 0,062*
TA 0,201 0,206 0,145 0,8 0,829 0,43

EOAD = early-onset Alzheimer’s Disease; LOAD = late-onset Alzheimer’s Disease

Aus den Ergebnissen der Analyse geht hervor, dass sich Trager mit der
Haplotypkombination GG auf Block 1 in der untersuchten Stichprobe signifikant
haufiger unter EOAD-Patienten finden lassen (score = 2,472; p = 0,017). Auf Block
zwei fand sich weiterhin ein Trend zur Assoziation mit der Allelkombination CG in der
LOAD Gruppe: an sporadischer Alzheimer Demenz Erkrankte zeigten eine geringere

CG-Kombination (score = -1,821, p = 0,062) als die gesunden Kontrollprobanden.
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Abbildung 5.5: Haplotypblécke der untersuchten SNPs auf PCBP2 (Kastchen ohne Zahl = Wert von
100)

115



Auf PCBP2 liel3 sich auf Block 1 bestehend aus rs1683152, rs784566, rs11170562,
rs784563, rs2249381 und rs1716966 eine Assoziation mit TGATAT-Tragern
feststellen: Trager einer solchen Haplotypkombination fanden sich signifikant seltener
bei EOAD-Patienten (score = -1,971, p = 0,045) (Tabelle 5.32).

Tab.5.32: Assoziation der Haplotypen auf PCBP2 mit EOAD und LOAD

Frequenz Score Bl
PCBP2 Haplotyp p-Wert

EOAD | LOAD | EOAD | LOAD | EOAD LOAD

TGATAT 0,487 0,486 -1,971 | 0,148 0,045** | 0,129
Block 1:

rs1683152, rs784566. CAGGGC | 0,306 |0,302 |0,859 |0,986 | 0,401 0,987

rs11170562, rs784563,
12249381, 151716966, | TGAGGC | 0,163 | 0,170 |0,189 |0210 |0852 | 0,189

TGATAC 0,028 | 0,029 | 1,045 |0,389 | 0,404 0,391

EOAD = early-onset Alzheimer’s Disease; LOAD = late-onset Alzheimer’s Disease

c) HNRNPA2B1
Die beiden zu einem Haplotypenblock zugehoérigen SNPs s12113404 und
rs12672536 auf HNRNPA2B1 zeigten hinsichtlich ihrer Verteilung zwischen den

einzelnen Gruppen keine signifikanten Unterschiede.

rs12113404
rs12672536
rs4722589
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rs4722589
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rs12672536 .
rs4722589

Block 1 (9 kh)
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w
w
w
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Abbildung 5.6: Haplotypblécke der untersuchten SNPs auf HNRNPA2B1 (Kastchen ohne Zahl =
Wert von 100)
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5.6.2 Assoziation der Haplotypverteilung mit Subtests der CERAD und dem
MMSE

Analog zu den Untersuchungen der einzelnen varianten Allele wurde untersucht, ob
ganze Haplotypen mit unterschiedlichen kognitiven Parametern korreliert werden
konnen. Dazu sollte analysiert werden, ob eine bestimmte Kombination von
kopplungsungleichen SNPs signifikant haufiger in einer der untersuchten Gruppen
mit den Leistungen in der neuropsychologischen Testung assoziierbar ist. Der
Zusammenhang zwischen der Genotyp-Phanotyp-Auspragung wurde mittels linearer
Regression ermittelt.

Einzelne Haplotypkombinationen auf HNRNPA2B1, PCBP2 und ELAVL4 konnten mit
besseren bzw. schlechteren kognitiven Leistungen assoziiert werden; da auf
HNRNPH3 keine Marker im Kopplungsungleichgewicht lagen, liegt flir dieses Gen

keine Analyse vor.

5.6.2.1 HNRNPA2B1

Auf HNRNPA2B1 konnte jeweils Haplotypblock 1 (rs12113404 und rs12672536)
sowohl in der EOAD- als auch in der LOAD-Gruppe mit einer signifikant
abweichenden Leistung in unterschiedlichen kognitiven Tests assoziiert werden
(Tabelle 5.33): die Haplotypvariante GC konnte in der EOAD- und in der LOAD-
Gruppe mit der jeweils schlechteren Leistung in Kurzzeitgedachtnisaufgaben
assoziiert werden (score EOAD = -2,528, p = 0,015 (Wortliste Gesamtergebnis);
score EOAD (Wortliste abrufen) = -2,948, p = 0,002; score LOAD (Wortliste
erkennen) = -2,078, p = 0,042). Die GT-Kombination in der EOAD-Gruppe war
ebenso wie die AT-Kombination (beide jeweils auf Block 1) in der LOAD-Gruppe mit
einer besseren Leistung verbunden (GT score (EOAD, Wortliste abrufen) = 1,754,

p = 0,064; AT score (LOAD, Boston Naming Test) = 2,360, p = 0,017).
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Tab.5.33: Assoziation der Haplotypen auf HNRNPA2B1 mit kognitiven Domanen

HNRNPA2B1 Haplotyp Frequenz Score sl‘r’nv::'lterter Phanotyp
. GC 0,080 -2,528 0,015** Wsum/EOAD

Block 1:

rs12113404, ok

rs12672536 GC 0,080 -2,948 0,002 WA/EOAD
GT 0,030 1,754 0,064* WA/EOAD
GC 0,078 -2,078 0,042** WW/LOAD

Block 1:

rs12113404, x

112672536 AT 0,912 2,360 0,017 BNT/LOAD
GC 0,078 -2,832 0,004** BNT/LOAD

Wsum =Wortliste Gesamtergebnis aller drei Durchgange (CERAD); WA = Wortliste abrufen (CERAD);
WW = Wortliste wiedererkennen (CERAD); BNT = Boston Naming Test (CERAD)

5.6.2.2 ELAVL4

Auch auf dem ELAVL4-Gen konnten zwei Haplotypbldcke identifiziert werden, die mit
signifikant veranderten Leistungen im Alzheimerkollektiv einhergingen (Tabelle 5.35).
Schlechter schnitt in der EOAD-Gruppe durchschnittlich die GG-Kombination
(rs4412638, rs12024093) beim MMSE ab (score = -3,081, p = 0,004); in der LOAD-
Gruppe zeigte sich eine weitere Haplotypkombination (rs3009113, rs913858)
auffallig: TG-Trager waren sowohl im MMSE als auch beim Abrufen der Wortliste
signifikant schlechter (TG score (MMSE) = -2,192, p = 0,037; TG score (Wortliste
abrufen) = -1,666, p = 0,098). Die CG- und TA-Kombination auf demselben
Haplotypenblock konnte hingegen eine bessere Leistung in Teilen der
psychometrischen Testung erbringen (CG score (MMSE) = 2,146, p = 0,018; TA
score (Wortliste abrufen) = 2,441, p = 0,008).
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Tab.5.34: Assoziation der Haplotypen auf ELAVL4 mit kognitiven Domanen

ELAVL4 Haplotyp Frequenz Score iz Phanotyp
p-Wert

Block 1:

rs4412638, GG 0,061 -3,081 0,004* MMSE/EOAD

rs12024093
TG 0,432 -2,192 0,037* MMSE/LOAD
CG 0,369 2,146 0,018* MMSE/LOAD

Block 2:

rs3009113, R

rs913858 TG 0,460 -1,666 0,098 WA/LOAD
TA 0,204 2,441 0,008* WA/LOAD

MMSE = Mini Mental State Examination; WA = Wortliste abrufen (CERAD)

5.6.2.3 PCBP2

Zwei weitere Haplotypblocke auf PCBP2 lieen sich mit kognitiven Domanen
assoziieren: auf Block 1 (rs1683152, rs784566, rs11170562, rs784563, rs2249381,
rs1716966) war bei den frih Erkrankten die TGATAT-Kombination mit einer
besseren Leistung im MMSE verbunden (score = 1,900, p = 0,069), die CAGGGC-
Variante schnitt hingegen durchschnittlich schlechter ab (score = -2,161, p = 0,028)
(Tabelle 5.36). Auf einem zweiten identifizierten Haplotypblock (rs1683152,
rs784566, rs11170562, rs784563, rs2249381, rs1716966) zeigten sich Trager der
CAGGGC-Variante im LOAD-Kollektiv mit einer schlechteren Leistung im Wortliste-
abrufen-Test der CERAD assoziierbar (score = -2,301, p = 0,019).

Tab.5.35: Assoziation der Haplotypen auf PCBP2 mit kognitiven Domanen

Simulierter u
PCBP2 Haplotyp Frequenz Score p-Wert Phanotyp
Block 1: TGATAT 0,477 1,900 0,069* MMSE/EOAD

rs1683152, rs784566,

rs11170562, rs784563,
rs2249381, rs1716966 CAGGGC 0,300 -2,161 0,028** MMSE/EOAD

Block 1:

rs1683152, rs784566,
rs11170562, rs784563,
rs2249381, rs1716966

CAGGGC 0,298 -2,301 0,019** WA/LOAD

MMSE = Mini Mental State Examination; WA = Wortliste abrufen (CERAD)
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden 19 SNPs vier unterschiedlicher Gene an 323
Alzheimer-Patienten und 677 Kontrollprobanden auf eine mogliche Assoziation mit
der Alzheimer Demenz und relevanten kognitiven Endophanotypen untersucht.

Bei den vier untersuchten Genen handelt es sich um HNRNPA2B1, HNRNPHS3,
PCBP2 und ELAVLA4. Alle vier Gene codieren fur RBPs (RNA-binding proteins), die
eine grolde Anzahl an unterschiedlichen Aufgaben in der RNA-Prozessierung und -
Modifikation ~ Ubernehmen. Wenngleich die RBPs eine entscheidende
SchlUsselposition in diversen zellularen Prozessen einnehmen, konnten bislang nur
einige Wenige ausreichend untersucht, und in Struktur und Funktion verstanden
werden.

Gerade weil RBPs eine enorme Bandbreite an Aufgaben haben, und an praktisch
jedem Schritt der RNA-Biogenese, -Expression und -Funktion beteiligt sind, gestaltet
sich ihre Charakterisierung schwierig und langwierig. Die wenigen vorliegenden
Studienergebnisse deuten bislang auf eine Beteiligung von fehlfunktionierenden

RBPs an neurodegenerativen Prozessen hin.

6.1 HNRNPA2B1

In der vorliegenden Arbeit wurden fur HNRNPA2B1 drei SNPs untersucht. Zwei
davon, rs12672536 und rs4722589, lagen dabei im Gen selbst, wahrend rs12113404
im 3’-Genbereich und gleichzeitig auf NFE2L3 (nuclear factor erythroid-derived 2-like
3), aber im Kopplungsungleichgewicht mit rs12672536 auf HNRNPA2B1 liegt, und
daher in die Analyse miteinbezogen wurde. Alle drei SNPs liegen in intronischen
Bereichen. Das HNRNPA2B1-Gen liegt auf Chromosom 7.
In der Gegenlberstellung der Gesamtstichprobe der Patienten mit den
Kontrollprobanden konnte flr die drei SNPs kein Hinweis auf eine Assoziation mit AD
gefunden werden. Bei der separaten Betrachtung der beiden Patientenkollektive
konnte ein Hinweis auf eine Assoziation mit dem minoren C-Allel auf rs4722589 und
der EOAD-Gruppe gefunden werden (p-Wert = 0,012).
Von den vier in dieser Arbeit untersuchten Genen ist die Assoziation zwischen
HNRNPA2B1 und neurodegenerativen Erkrankungen insgesamt die bislang am
besten belegte.
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In  einigen neueren Studien konnte ein Zusammenhang zwischen
fehlfunktionierenden  hnRNPA2/B1 und neurodegenerativen  Erkrankungen,
insbesondere  mit der amyotrophen Lateralsklerose (ALS) und der
Multisystematrophie (MSP), aber auch mit AD festgestellt werden. Der genaue
Pathomechanismus des Proteins ist gegenwartig nicht bekannt. Wahrend selektiver
Verlust von hnRNPA2B1 im Mausmodell in Dendritenschwund und
Gedachtnisschwierigkeiten resultierte (Berson et al.,, 2012), zeigte sich
immunhistochemischen bei Patienten mit schwerer AD (Braak-Stadien V-VI) in den
Hippokampusregionen CA4 und CA2 eine Uberexpression von hnRNPA2/B1
(Mizukami et al.,, 2005). Die gegenwartigen Befunde lassen insgesamt ein
Ungleichgewicht von hnRNPA2/B1 mit in der Folge veranderten SpleiRbedingungen
fur die betroffene Zelle in bestimmten Hirnregionen vermuten.

Eine 2011 veroffentlichte Studie identifizierte den Genotyp C/C auf rs7967622 des
HNRNPA1-Gens als Risikofaktor in der mannlichen Patientenpopulation fir FTLD,
wahrend fur AD-Patienten keine Assoziation gefunden wurde (Villa et al., 2011). Die
untersuchte Stichprobe umfasste 287 Patienten mit Alzheimer, eine Unterscheidung
in early- bzw. late-onset wurde dabei nicht berlcksichtigt. Bei multifaktoriellen
Erkrankungen mit uneinheitlichen Krankheitsbildern und dem Problem der
atiologischen Heterogenitat ist eine Aufteilung des Krankheitskollektivs in kleinere
homogene Subgruppen im Sinne einer mdglichst genauen Analyse sinnvoll. Neben
der Einteilung nach age at onset bietet sich beispielsweise eine Einteilung nach
klinischen Symptomen (beispielsweise Alzheimer mit/ohne optische Halluzinationen)
oder Komorbiditaten (beispielsweise vaskulare Risikofaktoren) an, und spricht fur die
Validitat der Aussage. In dieser Studie wurde das Patientenkollektiv in EOAD und
LOAD unterteilt, eine weitere Unterteilung war aufgrund des Stichprobenumfangs,
speziell wegen der sehr kleinen EOAD-Gruppe, nicht sinnvoll. Wie in der Studie von
Villa et al. zeigte auch hier die Genotypverteilung der Gesamtgruppe keine
signifikanten Assoziationen mit AD, erst durch eine Aufteilung in EOAD und LOAD
kristallisierte sich ein Unterschied im Verteilungsmuster heraus: auf rs4722589 trat
das C-Allel signifikant haufiger in der EOAD-Patientengruppe auf.

Neben der Uberpriifung der Einzelmarker, wurde in einem weiteren Schritt eine
Haplotypanalyse durchgefiihrt. Im Kopplungsungleichgewicht lagen auf HNRNPA2B1
in den beiden Patientengruppen (EOAD und LOAD), sowie im Kontrollkollektiv
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rs12113404 und rs12672536. In der Verteilung der Haplotypfrequenzen zwischen
den drei Gruppen konnte kein Unterschied festgestellt werden.

Diese Ergebnisse standen im Einklang mit den Befunden der Einzelmarker, da sich
der assoziierte SNP (rs4722589) nicht auf dem Haplotypblock mit den beiden
anderen SNPs befand.

Insgesamt ist es bei der gegenwartig vorliegenden Studienlage schwierig, einen
Einfluss des HNRNPA2B1-Gens auf die AD nachweisen zu konnen. In hiesiger
Population scheint der Marker rs4722589 mit der Subgruppe EOAD assoziiert zu
sein. SNPs, die in intronischen Bereichen liegen, kdnnen potenziell regulatorische
Sequenzen beeinflussen, in dem sie beispielsweise 1.) Transkriptionsfaktor- oder
Spleilfaktorbindungsstellen, 2.) Polyadenylierungsstellen, 3.) Methylierungsmuster
der chromosomalen DNA verandern oder 4.) die mRNA-Faltung beeinflussen. Zudem
kénnen die SNPs im LD mit direkt funktionalen Varianten stehen, die Uber eine
veranderte AS-Sequenz zu einer Proteinisoform mit anderen Eigenschaften fuhren
konnen. Rs4722589 liegt im intronischen Bereich des HNRNPA2B1-Gens, daher
waren weiterflhrende Haplotypuntersuchungen mit diesem Marker von besonderem
Interesse.

Bei der Assoziation der SNPs mit kognitiven Domanen konnten hingegen einige

Assoziationen festgestellt werden (Tabelle 6.1).
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Tab.6.1: Ubersicht Ergebnisse HNRNPA2B1

Marker/ Assoziation mit AD Assoziation mit Endophanotypen
Haplotyp GESAMT | EOAD LOAD | GESAMT EOAD LOAD
rs12672536 | ns ns ns T1 (MMSE) | Tt (WA) T1 (Wsum)
p = 0,004 p=0,018 p = 0,036
Tt (Wsum) Tt (WW)
p = 0,006 p = 0,007
T1 (WA) T1 (BNT)
p = 0,025 p=0,017
T (WW)
p=0,011
T1 (BNT)
p = 0,009
rs4722589 ns Ct ns Ct (Wsum) | At (Wsum) ns
p*= 0,008 p = 0,003 p=0,019
rs12113404 | ns ns ns A7 (MMSE) | ns A7 (Wsum)
p = 0,057 p = 0,065
At (Wsum) At (WW)
p = 0,064 p = 0,086
A1 (BNT) A7 (BNT)
p = 0,058 p=0,018
rs12113404/ | - ns ns ns GC| (Wsum) | GC| (WW)
rs12672536 p=0,015 p = 0,042
GC| (WA) GC| (BNT)
p = 0,002 p = 0,004
GT1(WA) AT7(BNT)
p = 0,064 p=0,017

Assoziation mit AD: 1 = signifikant haufiger im Patientenkollektiv ; | = signifikant seltener im
Patientenkollektiv; ns = nicht signifikant; Assoziation mit Endophanotypen: 1 = Allel/Haplotyp mit
signifikant besserer Leistung; | = Allel/Haplotyp mit signifikant schlechterer Leistung; - = nicht
berechnet; MMSE = Mini Mental State Examination; WW = Wortliste wiedererkennen (CERAD); WA =
Wortliste abrufen (CERAD); Wsum = Gesamtergebnis der drei Durchgange Wortliste lernen (CERAD);
BNT = Boston Naming Test; p = p-Wert additives Modell; p*= p-Wert Genotypverteilung

Das T-Allel des Markers rs12672536 konnte in allen drei Analysegruppen mit einer
signifikant besseren Leistung in den Subtests der CERAD und dem MMSE assoziiert
werden. Als selteneres Allel kam es sowohl in der EOAD-, als auch in der LOAD-
Gruppe in seiner homozygoten Ausfuhrung nicht vor.

Ein auf den ersten Blick widersprichliches Ergebnis wurde auf dem Marker
rs4722589 erzielt: zwar fanden sich signifikant haufiger C-Allel-Trager im EOAD-
Kollektiv, was infolgedessen zu einem schlechteren Ergebnis der C-Trager in
Aufgaben zur Gedachtnisleistung der CERAD fuhrte, allerdings war im
Gesamtkollektiv der Patienten (EOAD und LOAD) das C-Allel mit einer besseren
Leistung im selben Test verbunden. Dies ist ein Hinweis daftr, wie wichtig die

separate Analyse der beiden diagnostischen Entitaten ist.
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Zusammenfassend lasst sich das C-Allel auf rs4722589 mit dem Phanotyp early-
onset AD und auch mit einer schlechteren Gedachtnisleistung assoziieren. Aufgrund
der geringen Gruppengrof’e des hier untersuchten EOAD-Kollektivs ist eine
abschliellende Bewertung dieser Assoziation allerdings nicht maglich.

Fir rs12113404 zeigte sich ein homogenes Bild in der Gesamtgruppe der Patienten
und der LOAD-Gruppe: das A-Allel war mit einer besseren Leistung in den Wortliste-
Items, dem Boston Naming Test und dem MMSE assoziiert. Analog zu den
Einzelmarkerbefunden lieRen sich in der Haplotypanalyse der Markerblocke
rs12113404 und rs12672536 die GC-Kombination mit einer schlechteren
Gedachtnisleistung in der EOAD- und der LOAD-Gruppe assoziieren. Die
Kombination GT schnitt in einem CERAD-Subtest (Wortliste abrufen) im EOAD-
Kollektiv, und die AT-Kombination im LOAD-Kollektiv (Boston Naming Test) besser
ab.

Da es bislang keine verodffentlichten Assoziationsstudien zu den untersuchten
Markern bzw. zu weiteren Markern auf HNRNRA2B1 und AD gibt, ist eine
abschlielRende Bewertung der Befunde nur bedingt moéglich. Trotz der signifikanten
Ergebnisse in der Assoziation der Marker auf HNRNPA2B1 mit den kognitiven

Domanen, bedarf es zur Untermauerung dieser Befunde weiterer Analysen.

6.2 HNRNPH3

In der vorliegenden Studie konnten die funf untersuchten SNPs auf dem HNRNPH3-
Gen (Chromosom 10) nicht mit der Alzheimer Demenz assoziiert werden. Das
seltenere C-Allel (rs16925347) konnte mit einer besseren Leistung im
Kurzzeitgedachtnis der early-onset Patienten assoziiert werden (Tabelle 6.3).
Insgesamt deuten die negativen Befunde der funf Marker darauf hin, dass es sich bei
HNRNPH3 wohl nicht um ein Suszeptibilitatsgen flir den Alzheimer Demenz-
Phanotyp in der hier untersuchten Population handelt. Die gegenwartige Studienlage
gibt keinen Hinweis auf eine Assoziation des HNRNPH3-Gens mit der Alzheimer

Demenz.
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Tab.6.3: Ubersicht Ergebnisse HNRNPH3

Assoziation mit AD Assoziation mit Endophanotypen

Marker/

Haplotyp GESAMT | EOAD LOAD | GESAMT EOAD LOAD
rs10998072 | ns ns ns ns ns ns
rs10998076 | ns ns ns ns ns ns
rs1162757 | ns ns ns ns ns ns
rs16925347 | ns ns ns ns Ct (WA) ns

p=0,013
rs1162756 | ns ns ns ns ns ns

Assoziation mit AD: 1 = Allel/Haplotyp signifikant haufiger im Patientenkollektiv ; | = Allel/Haplotyp
signifikant seltener im Patientenkollektiv; ns = nicht signifikant; Assoziation mit Endophanotypen: 1 =
Allel/Haplotyp mit signifikant besserer Leistung; | = Allel/Haplotyp mit signifikant schlechterer
Leistung; WA = Wortliste abrufen (CERAD); p = p-Wert additives Modell

6.3 PCBP2

Das PCBP2-Protein spielt eine wichtige Rolle in der posttranskriptionalen und
translationalen Regulierung der Zelle und ist insbesondere flr seine Interaktion mit
MAVS (mitochondrial antiviral signaling protein) bekannt (Leffers et al., 1995; You et
al., 2009). Auf dem dritten HNRNP-Gen lieRen sich zwei Marker (rs784563 und
rs2249381) mit dem Phanotyp Alzheimer Demenz assoziieren. Dabei befanden sich
in beiden Fallen signifikant mehr G-Trager im Patientenkollektiv. Die Unterteilung in
EOAD und LOAD brachte keine weiteren  Aufschlisse. In  der
Endophanotypenuntersuchung lieRen sich eine Reihe von Assoziationen feststellen
(Tabelle 6.4).
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Tab.6.4: Ubersicht Ergebnisse PCBP2

Marker/ Assoziation mit AD Assoziation mit Endophanotypen
Haplotyp GESAMT | EOAD LOAD | GESAMT EOAD LOAD
rs1683152 ns ns ns Tt (MMSE) | Ct (WW) T1 (WA)
p = 0,003 p = 0,088 p = 0,023
T1 (BNT)
p=0,019
T1 (WA)
p=0,011
T (WW)
p = 0,039
rs784566 ns ns ns G1 (MMSE) | ns G1 (WA)
p = 0,002 p = 0,030
G1 (BNT)
p =0,035
G1T (WA)
p=0,018
rs11170562 | ns ns ns At (MMSE) | At (BNT) At (WA)
p = 0,002 p = 0,025 p = 0,033
A1 (BNT) At (WW)
p=0,011 p = 0,055
A1 (WA)
p=0,017
rs784563 G ns ns T1 (BNT) T (WA) ns
p*= 0,041 p = 0,025 p* = 0,026
rs2249381 G ns ns A7 (BNT) A7 (BNT) ns
p*= 0,042 p = 0,025 p = 0,037
At (WA)
p = 0,082
rs1716966* | ns ns ns T1 (MMSE) | Tt (BNT) ns
p = 0,031 p = 0,048
T1 (WA) C1 (WA)
p = 0,032 p = 0,020
T1 (BNT)
p = 0,029
rs1683152/ | - TGATAT| |ns ns TGATAT? CAGGGC|
rs784566/ p = 0,045 (MMSE) (WA)
rs11170562/ p = 0,069 p=0,019
rs784563/ CAGGGC|
rs2249381/ (MMSE)
rs1716966 p = 0,028

Assoziation mit AD: 1 = Allel/Haplotyp signifikant haufiger im Patientenkollektiv ;

| = Allel/Haplotyp

signifikant seltener im Patientenkollektiv; ns = nicht signifikant; Assoziation mit Endophanotypen: 1 =
Allel/Haplotyp mit signifikant besserer Leistung; | = Allel/Haplotyp mit signifikant schlechterer
Leistung; - = nicht berechnet; MMSE = Mini Mental State Examination; WW = Wortliste
wiedererkennen (CERAD); WA = Wortliste abrufen (CERAD); BNT = Boston Naming Test; p = p-Wert
additives Modell; p* = p-Wert dominantes Modell
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Die Ubersichtstabelle verdeutlicht, dass auf PCBP2 alle 6 SNPs signifikante
Assoziationen mit der Gedachtnisleistung aufwiesen. Fur rs1683152 konnte das T-
Allel in der Gesamtgruppe der Patienten, sowie im LOAD-Kollektiv, mit einer
besseren Punktwertung in der Gedachtnisleistung und in der Wortfindung assoziiert
werden. Einzig in der EOAD-Gruppe zeigten C-Trager eine bessere Leistung in der
Wortliste-Wiedererkennen-Aufgabe.

Auch fur rs784563 und rs1716966 zeigten T-Trager eine bessere Leistung in den
Gedachtnisaufgaben, wahrend fur rs1716966 in der EOAD-Gruppe das C-Allel im
Wortliste-Abrufen-/tem mit einem besseren Ergebnis assoziiert war.

In beiden Fallen kénnen nun entweder tatsachlich unterschiedliche
Allelkombinationen unterschiedliche Risikovarianten darstellen, oder aber es handelt
sich um falsch-positive Ergebnisse, die insbesondere durch den kleineren
Stichprobenumfang in der EOAD-Gruppe (n (rs1716966) = 85; n (rs784563) = 77)
bedingt sind.

Auf rs11170562 konnte in allen drei Analysegruppen das haufigere A-Allel mit einer
besseren Leistung in den Aufgaben zur Wortliste und dem Boston Naming Test
(CERAD), sowie im MMSE assoziiert werden.

Die beiden Allele, die eine signifikante Assoziation mit Alzheimer aufwiesen, zeigten
in der Endophanotypenstudie koharente Ergebnisse: Da sich in beiden Fallen
(rs784563 und rs2249381) jeweils Uberzufallig mehr G-Trager im Patientenkollektiv
befanden, konnten die Trager des jeweils anderen Allels (T und A) mit einer
besseren Gedachtnis- und Wortfindungsleistung assoziiert werden.

Alle auf PCBP2 untersuchten 6 SNPs befanden sich im Kopplungsungleichgewicht.
Die Haplotypanalyse ergab eine signifikante Assoziation mit der Allelkombination
TGATAT und dem Alzheimer-Phanotyp. Dieselbe Kombination war mit einer
besseren Leistung im MMSE in Verbindung zu bringen. CAGGGC war hingegen mit
einer schlechteren Gedachtnisleistung assoziiert.

Auch auf diesem Gen, das insbesondere in Spleildprozessen, der Regulierung von
MAVS und der zellularen Immunreaktion involviert ist, ist eine Assoziation mit der
Alzheimer Demenz gut vorstellbar. Sowohl mitochondriale Fehlfunktion als auch
immunologische Faktoren werden als Pathomechanismen der AD diskutiert (Ishii und
Haga, 1976; Akiyama et al., 2000; Eikelenboom und Stam, 1982; Eikelenboom et al.,
1988; McGeer et al., 1989; Mecocci et al., 1994; Good et al., 1996).
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Die untersuchten intronischen SNPs auf PCBP2 kdénnten indirekt regulatorische
Sequenzen beeinflussen, die eine veranderte Isoformkompostion des PCBP2-
Proteins nach sich ziehen, bzw. im Kopplungsungleichgewicht mit funktionellen
Varianten liegen. Die in der Folge exprimierten, fehlfunktionierenden PCBP2-
Proteine kdnnen als negativer Regulationsfaktor der MAVS diese mdglicherweise
nicht mehr richtig regulieren, was eine schadliche Immunantwort zur Folge hatte. Es
ist bekannt, dass Uber- bzw. Unterexpression von PCBP2 die Aufhebung der
adequaten zellularen Antwort bei viraler Uberexpression zur Folge hat (You et al.,
2009) und eine inadaquate Immunantwort in Bezug auf Art, Starke und Dauer
schwerwiegende chronische Erkrankungen bzw. Gewebsschadigungen zur Folge
haben kann.

Da in den vorliegenden Ergebnisse zwei Marker mit dem Alzheimer'schen Phanotyp
und insgesamt fur alle sechs SNPs bestimmte Allele mit einer signifikant besseren
oder schlechteren Gedachtnisleistung assoziiert werden konnten, deutet dies auf
eine mdgliche Verbindung zwischen PCBP2 und der AD bzw. der Gedachtnisleistung
hin. Aus Mangel an vergleichbaren Studien, ist eine gegenwartige Interpretation der
Resultate schwierig.

Nachdem oxidativer Stress und damit die Mitochondrien zunehmend in den Fokus
der Alzheimerforschung geraten sind, waren weiterfUhrende Assoziationsstudien zu

PCBP2 mit einer Uberzeugenden Individuenzahl von Relevanz.

6.4 ELAVL4

Das auf Chromsom 1 befindliche ELAVL4 ist ein weiteres, allerdings nicht zur Familie
der hnRNPs gehdérendes RNA-bindendes Protein. ELAVL4 wird in Neuronen
exprimiert und fungiert dort als Regulator diverser mRNA-assoziierter Prozesse. In
der vorliegenden Studie konnten zwei Marker (rs12024093 und rs3009113) mit dem
Alzheimer-Phanotyp assoziiert werden. Fur rs12024093 kamen A-Allel-Trager
weniger haufig im Patientenkollektiv vor, daflr befanden sich signifikant haufiger G-
Allel-Trager in der EOAD-Gruppe. Bei rs3009113 konnten vermehrt T-Trager in der
Gesamtgruppe der Alzheimerpatienten, ebenso wie in der EOAD- bzw. LOAD-
Gruppe identifiziert werden (Tabelle 6.5).

In der Assoziation mit kognitiven Endophanotypen zeigte sich neben rs913858 die
Haplotyanalyse signifikant: flr rs913858 war das A-Allel mit einer besseren Leistung

im Gesamt- und im LOAD-Kollektiv im Hinblick auf die Gedachtnisleistung assoziiert.
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Die Allelstruktur GG auf dem ersten Haplotypblock (rs4412638 und rs12024093)
konnte in der Fall-Kontroll-Analyse mit AD assoziiert werden. In der
Endophanotypenauswertung war dieselbe Kombination mit einer schlechteren
Leistung im MMSE (EOAD) assoziiert. Beim zweiten Haplotypblock bestehend aus
rs3009113 und rs913858 kam die CG-Kombination tendenziell seltener im
Patientenkollektiv der LOAD vor und konnte mit einer besseren Leistung im MMSE
assoziiert werden. Die TG-Allelkombination zeigte eine schlechtere Performance in

diversen Gedachtnisaufgaben.

Tab.6.5: Ubersicht Ergebnisse ELAVL4

e Assoziation mit AD Assoziation mit Endophanotypen
arker
Haplotyp GESAMT | EOAD LOAD GESAMT EOAD LOAD
rs4412638 ns ns ns ns ns ns
rs12024093 | A| G ns ns ns ns
p***= p***=
0,017 0,018
rs12043872 | ns ns ns ns ns ns
rs3009113 T T T ns ns ns
p**= p**= p**=
0,002 0,029 0,012
rs913858 ns ns ns A7 (Wsum) | Gt (BNT) | At (Wsum)

p = 0,088 p*=0,017 | p=0,019

At (WA) At (WA)

p =0,035 p=0,019
rs4412638/ | - GGt ns ns GG| ns
rs12024093 p=0,017 (MMSE)

p = 0,004

rs3009113/ | - ns CG| ns ns TG|(MMSE)

rs913858 p= p = 0,037
0,062 CGt (MMSE)

p=0,018

TG|(WA)

p = 0,098

TA?T (WA)

p = 0,008

Assoziation mit AD: 1 = Allel/Haplotyp signifikant haufiger im Patientenkollektiv ; | = Allel/Haplotyp
signifikant seltener im Patientenkollektiv; ||/11 = Trend; ns = nicht signifikant; Assoziation mit
Endophanotypen: 1 = Allel/Haplotyp mit signifikant besserer Leistung; | = Allel/Haplotyp mit signifikant
schlechterer Leistung; - = nicht berechnet; MMSE = Mini Mental State Examination; WW = Wortliste
wiedererkennen (CERAD); WA = Wortliste abrufen (CERAD); Wsum = Gesamtergebnis der drei
Durchgange Wortliste lernen (CERAD); BNT = Boston Naming Test; p = p-Wert additives Modell; p* =
p-Wert rezessives Modell; p** = p-Wert dominantes Modell; p*** = p-Wert Allelverteilung
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In einer amerikanischen genomweiten Assoziationsstudie wurde ELAVL4 mit
depressiven LOAD-Fallen assoziiert (Naj et al., 2009). Obwohl es neben den Genen
SORL1 (sortilin-related receptor L (DLR class) A repeats-containing), VDR (vitamin D
(1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor) und WWC1 (WW and C2 domain containing)
als moglicher Suszeptibilitatslocus galt, wurden die Befunde zu ELAVL4 bisher in
keiner weiterfuhrenden Studie repliziert, noch sind Negativergebnisse zu diesem Gen
publiziert. Da die Studie an einem nicht genauer definierten amerikanischen Kollektiv
durchgefuhrt wurde, kann zwar insgesamt von einem zur vorliegenden Studie
vergleichbaren Genpool ausgegangen werden, allerdings miussen bei dem Ergebnis
Populationsstratifikationen in Betracht gezogen werden. Eine Assoziation von
ELAVL4 mit ausschliel3lich depressiven LOAD-Fallen konnte in vorliegender Arbeit
nicht gestellt werden.

Da ELAVL4 in dieser Arbeit neben einer grundsatzlichen Assoziation mit AD
insbesondere mit unterschiedlichen Gedachtnisleistungen in Verbindung gebracht
werden konnte, ist die Assoziation dieses Gens mit einer veranderten
Gedachtnisleistung im Rahmen der AD gut vorstellbar. Daflr spricht in weiteren
Befundanalysen, dass eine Uberexpression von ELAVL4 bei Mausen mit
Gedachtnistraining beobachtet werden konnte (Bolognani et al., 2007). Inwiefern
ELAVL4 als Protein die Gedachtniskapazitat mitmoduliert, ist bislang nicht klar, eine
veranderte  Spleilaktivitat kénnte auch im Fall von ELAVL4 zu

neuronenschadigenden Folgen flhren.

6.5 Inhaltliche Interpretation der Ergebnisse

Die vorliegende Studie konnte die Rolle der 19 Marker auf den vier untersuchten
Genen insgesamt nicht abschlieRend beantworten. Eine grundsatzlich mdgliche
Assoziation mit der Alzheimer Demenz und der Gedachtnisleistung ist aufgrund der
vorliegenden Analysen insbesondere bei ELAVL4, PCBP2 und HNRNPA2B1 zu
vermuten. Die untersuchten Marker auf HNRNPH3 kdnnen aufgrund der Ergebnisse
in der hier untersuchten Population weder mit AD, noch mit veranderten
Gedachtnisleistungen assoziiert werden.

SNPs in nicht-kodierenden Bereichen koénnen durch multiple Mechanismen

(beispielsweise der Veranderung von Polyadenylierung- oder
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Spleilfaktorbindungsstellen) regulatorische Sequenzen beeinflussen bzw. die
Transkriptionsrate oder den Spleil3prozess verandern.

Zudem konnen intronische SNPs im Kopplungsungleichgewicht mit funktionellen
Polymorphismen sein, die sich in codierenden Regionen bzw. Spleil3stellen befinden.
Um eine zuverlassige Interpretation Uber die Funktionalitdt der intronischen SNPs
treffen zu koénnen, sind weiterfuhrende Studien, die in ihre Analyse auch mdglichst
funktionelle SNPs miteinschlieRen, vonndten. Umfangreiche Haplotypanalysen
konnten des Weiteren Aufschluss daruber geben, ob die intronischen SNPs im
Kopplungsungleichgewicht mit funktionalen Polymorphismen liegen. In den letzten
Jahren wurden vermehrt Studien veroffentlicht, die auf eine Beteiligung intronischer
SNPs an der AD hindeuten. Insgesamt wird deutlich, dass SNPs, die in nicht-
codierenden Bereichen der DNA liegen, durch spezifische Mechanismen indirekt auf
die Proteinexpression einwirken und damit einen bedeutenden Beitrag in der
Entwicklung komplexer Erkrankungen leisten.

Welche Auswirkungen die Aktivitat verschiedener RBPs auf die AD hat, ist bislang
nicht bekannt. Mutationen in unterschiedlichen RBP-assoziierten Genen kdonnen flr
den gesamten RNP-Komplex, bestehend aus RNA und RBPs, bedeutsam sein. Die
bislang identifizierten Erkrankungen, verursacht durch die RBP-Gene, reichen von
Krebserkrankungen bis hin zu neurodegenerativen Phanotypen. Wie folgenschwer
beispielweise Fehlspleien sein kann, wird am Beispiel der Mutationen im MAPT-
Gen offensichtlich: diese fuhren zur FDTL (Coppola et al., 2012). Insgesamt wird in
zunehmendem Male deutlich, dass Fehlregulationen von RNA-bindenden-Proteinen
die Zelle empfindlich aus dem Gleichgewicht bringen und zu schwerwiegenden
Krankheiten fihren kénnen. Kommt es durch Mutationen zu einer Veranderung von
regulatorischen  Elementen bzw. von  Spleilosomkomponenten, kdnnen
unterschiedliche Krankheitsbilder mit heterogenen Symptomen ausgebildet werden.
Entsprechend ist daher vorstellbar, dass auch bei der AD Mutationen, die eine
veranderte Protein-RNA-Interaktion zur Folge haben, zur Auspragung der Krankheit

beitragen.
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6.6 Diskussion der Methoden

6.6.1 Diagnoseverfahren und Einschlusskriterien

In der hier vorliegenden Untersuchung wurden ausschlielllich Patienten
eingeschlossen, die nach den aktuellen NINCDS-ADRDA Kriterien an einer
"wahrscheinlichen" Alzheimer Demenz erkrankt sind (Dubois et al., 2007) oder einen
begrindeten Verdacht auf eine solche aufwiesen.
Personen mit schwerwiegenden somatischen oder psychiatrischen Erkrankungen
wurden zwar ausgeschlossen, allerdings sind psychiatrische Begleitsymptome wie
beispielsweise Depression, Schlaflosigkeit oder Halluzinationen mit der Diagnose
einer AD vereinbar. Zudem gilt zu bedenken, dass bei Patienten mit einem
begrindetem Verdacht auf AD wu.a. vaskulare Ko-Pathologien nicht vdllig
ausgeschlossen werden konnen, welche neben den AD-typischen Veranderungen
die kognitiven Einbufden moglicherweise mitbedingen.

Grundsatzlich gestaltet sich die Diagnose der AD aufgrund ihres heterogenen
Phanotyps und der bislang nicht vollstandig definierten Atiologie schwierig. Wahrend
eine definitive Diagnose erst durch histopathologische Befundstellung post mortem
erfolgen kann, ist eine Klassifizierung der Patienten nach ihrem Alter bei
Krankheitsausbruch im Sinne einer einheitlicheren Gruppierung sinnvoll. Die
Unterteilung der Patienten in early- bzw. late-onset folgte in der vorliegenden Studie
nach der ICD-10 Definition: beginnt die AD vor dem 65. Lebensjahr wird von einem
frihen Beginn gesprochen, nach 65 handelt es sich um eine AD mit spatem Beginn.
Wahrend es sich bei einem geringen Prozentsatz der AD um eine monogene
Erkrankung handelt, deren Vererbung nach den Gesetzen von Mendel erfolgt,
handelt es sich beim Groliteil der early- und late-onset Falle um die nichterbliche-
sporadische Form der AD. Sowohl bei der friihen, als auch bei der spaten Form der
AD handelt es sich unabhangig vom Alter bei Krankheitsausbruch um eine
atiologisch homogene Erkrankung. Wenngleich klinisch sehr ahnlich, konnten bei
early-onset Patienten haufiger apraxische und visuospatiale Defizite verglichen mit
late-onset Patienten festgestellt werden (Koedam et al., 2010).

Grundsatzlich sind die Kriterien der drei gangigen Diagnostikmanuale (ICD-10, DSM-
IV und NINCDS-ADRDA) ahnlich, sodass die Vergleichbarkeit zwischen
unterschiedlichen Studien gegeben ist.

132



6.6.2 Ethnische Abstammung

Genetische Untersuchungen bedlrfen einer mdglichst einheitlichen ethnischen
Abstammung der Stichprobe, um populationsspezifische Differenzen mit falsch-
positiven oder falsch-negativen Ergebnissen in der Allel- und Genotypfrequenz
auszuschlielen. Um Populationsstratifikationen in der vorliegenden Untersuchung zu
vermeiden, umfasst die untersuchte Stichprobe ausschliellich ein kaukasisches
Patienten- und Probandenkollektiv. Nicht-kaukasische Personen wurden von der
Studie ausgeschlossen.

Um die gegebenen Allel- und Genotypfrequenzen des untersuchten Kollektivs mit
unterschiedlichen Populationen vergleichen zu kénnen und grobe Abweichungen von
den Durchschnittswerten auszuschliellen, wurden zum Vergleich die Angaben des
HapMap Projects (hapmap, 2009) herangezogen.

Das internationale HapMap-Forschungsprojekt kartographiert die Haplotypen des
menschlichen Genoms in unterschiedlichen ethnischen Populationen und stellt die
Daten frei zur Verfugung. Gegenwartig sind die Allel- und Genotypfrequenzen von elf
unterschiedlichen Populationen erfasst. Zum Vergleich mit den vorliegenden Daten
wurden die Daten der Einwohner aus UTAH (USA) mit Vorfahren aus Nord- und
Westeuropa, und der Gruppe ltaliener aus der Toskana herangezogen. Die
Allelfrequenzen der vorliegenden Arbeit weichen nur geringfligig von den Daten der

HapMap-Daten ab und kdnnen insgesamt als reliabel befunden werden.

133



Tab.7.6: HapMap Allelfrequenzen im Vergleich zur vorliegenden Studie (Hapmap, 2003)

CEU TSI Vorliegende Studie
Sl Minore AF Minore AF Minore AF
rs4412638 0,243 0,248 0,240
rs12024093 0,181 0,176 0,190
rs12043872 0,062 0,044 0,049
rs3009113 0,372 0,358 0,376
rs913858 0,188 n.a. 0,202
rs12113404 0,097 0,142 0,098
rs12672536 0,097 0,142 0,092
rs4722589 0,102 0,088 0,090
rs10998072 0,084 0,064 0,080
rs10998076 0,067 0,044 0,038
rs1162757 0,125 0,149 0,154
rs16925347 0,103 n.a. 0,097
rs1162756 0,015 n.a. 0,051
rs1683152 n.a. n.a. 0,305
rs784566 0,274 0,333 0,304
rs11170562 0,274 0,333 0,305
rs784563 0,425 0,461 0,469
rs2249381 0,419 0,460 0,480
rs1716966 0,531 0,490 0,495

CEU = Einwohner aus Utah (USA) mit Vorfahren aus Nord- und Westeuropa; TSI = Italiener aus der
Toskana; AF = Allelfrequenz; n.a. = nicht angegeben

6.6.3 Studiendesign

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Haufigkeiten von 19 Markerallelen bei Patienten
mit AD und gesunden Kontrollprobanden in einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie
verglichen, um das relative Erkrankungsrisiko ausgehend von diesen Allelen
abzuschatzen. Um die statistische Aussagekraft zu erhdhen, und eventuelle
Assoziationen aufzudecken, wurde die Untersuchung auf Haplotypen ausgeweitet.

Bei den untersuchten genetischen Markern handelt es sich in dieser Studie um
SNPs, die neben Mikrosatellten im Mittelpunkt vieler humangenetischer
Untersuchungen stehen. SNPs sind kleinste Veranderungen in der Abfolge der vier

Komplementarbasen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T) in der DNA-
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Sequenz.

Viele publizierte Ergebnisse genetischer Studien lassen sich gerade bei komplexen
Erkrankungen, die durch das Zusammenspiel genetischer Faktoren und
Umwelteinflisse gekennzeichnet sind, oftmals nicht replizieren. Generell lasst sich
feststellen, dass in vielen Studien die Assoziation zwischen Gen und Erkrankung
Uberschatzt wird, wobei insgesamt beobachtet werden kann, dass die jeweils erste
Studie einen hdheren genetischen Effekt postuliert, als die Nachfolgenden replizieren
kénnen (loannidis et al., 2001; McCarthy et a., 2008). Aus diesem Grund ist es
wichtig, auf die Gite und Qualitat der durchzufuhrenden Studie zu achten, um die
Aussagefahigkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu erhéhen. Insbesondere
sind Populationsstratifikationen an kleinen Stichproben zu vermeiden.

In vorliegender Studie wurde dem Problem der Populationsstratifikation durch eine
sorgfaltige Auswahl von ethnisch vergleichbaren und ausschlie3lich kaukasischen
Probanden vorgebeugt. Eine weitere Unterteilung der Patienten in early- bzw. late-
onset sollte der homogeneren Subgruppierung dienen, und eine aussagekraftigere
Assoziation der genetischen Vulnerabilitdtsmarker ermdglichen. Zudem wurden
ausschlieRBlich  Patienten  eingeschlossen, die keine schwerwiegenden
psychiatrischen oder somatischen Komorbiditaten aufwiesen. Eine zusatzliche
Unterteilung nach klinischem Erscheinungsbild konnte im Rahmen dieser Studie
nicht vorgenommen werden.

Ein weiteres Problem in der Auswahl der Patienten stellte sich insbesondere durch
die Tatsache, dass die gangigen Klassifikationssystemen (NINCDS-ADRDA, ICD-10
und DSM-V) die atiologische und klinische Heterogenitat der AD nicht ausreichend
bertcksichtigen. Das Konzept der Endophanotypen steht als intermediares
Erscheinungsbild zwischen dem multiplen Genotyp und der heterogenen
Krankheitssymptomatik und tragt zum molekulargenetischen Verstandnis komplexer
Erkrankungen bei. Endophanotypen sind als intermediarer Phanotyp genetisch
weniger komplex determiniert, als die Erkrankung in der Summe ihrer klinischen
Merkmale. Aus diesem Grund eignen sie sich zur Identifikation von
Vulnerabilitatsmarkern auf der Suche nach Suszeptibilitatsgenen fur eine bestimme
Erkrankung. Fir diese Studie wurde ein Kernsymptom der AD, namlich
Gedachtnisstérungen, als endophanotypischer Marker ausgewahlt. Diese wurden
mittels standardisierten Tests objektiviert und einer vergleichbaren Norm

entsprechend ausgewertet.
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Zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie liegen keine ausreichenden
Referenzstudien mit vergleichbarem Studiendesign vor, an denen sich die
Ergebnisse orientieren konnten. Um falsch-positive Ergebnisse der untersuchten
Population ausschliel’en zu kénnen, und den Einfluss der vier Gene HNRNPA2B1,
HNRNPH3, PCBP2 und ELAVL4 auf die Alzheimer Demenz abschlieend klaren zu
kdnnen, sind weiterflhrende Studien mit zusatzlichen exonischen Markern an einer

grolden Individuenzahl vonnéten.

6.7 Ausblick

Die Alzheimerforschung ist trotz grolRer Bemuhungen in den letzten Jahrzehnten
immer wieder an ihre Grenzen gestolRen: bisweilen identifiziert geglaubte
Pathomechanismen zeigten in therapeutischen Ansatzen teilweise wenig bis
keinerlei Verbesserung der klinischen Symptomatik. Die zunehmende Verschiebung
des Forschungsfokusses weg von amyloidogenen und tauspezifischen Mechanismen
hin zu neuen Modellen - die von gastrointestinalen Uber mitochondriale bis hin zu
prionenartigen Erklarungsansatzen reichen — spiegelt die Schwierigkeiten wider, die
die atiologische Erforschung einer komplexen und multifaktoriellen Erkrankung mit
sich bringt.

Eine grolRe Herausforderung ist dabei, die Heterogenitat der Erkrankung zu
bertcksichtigen. Die Alzheimer Demenz ist mannigfaltig in Klinik, Progredienz und
Pathologie. Alzheimer-Patienten sind unterschiedlichen Risikofaktoren ausgesetzt,
haben unterschiedliche Symptome, Komorbiditaten, Lebensstile und genetische
Pradispositionen. Die Identifizierung von Pathomechanismen im alterndem Gehirn,
und vor allem aber die kausale Verknlipfung der Befunde mit einem bestimmten
Phanotyp ist demnach von vorstellbarer Schwierigkeit.

Genetische Untersuchungen konnen hier einen gro3en Beitrag leisten, da mit
zunehmenden Verstandnis der Funktionalitdt der Gene auf ursachliche Prozesse
geschlossen werden kann, die nur schwer im bereits neurodegenerativ veranderten
Gewebe bei Diagnosestellung nachgewiesen werden kénnen. Die Identifikation der
mit AD assoziierten Suszeptibiliatsgenen ist dabei der erste Schritt, um bislang
unbekannte molekulare Pathways, die moglicherweise die Entstehung der AD
beglnstigen, zu erfassen. Mit einem besseren Verstandnis der AD-Pathogenese

geht insbesondere die Hoffnung einher, frihe zuverlassige Diagnosestellung und
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praventive Interventionen zu ermdglichen, um der steigenden Inzidenzrate

entgegenzuwirken.
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7 Abklurzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

A Adenin

aao age at onset (Alter bei Krankheitsausbruch)

AD Alzheimer Demenz

ADD additives Modell

Allel A1 Allel mit der geringeren Stichprobenfrequenz

Allel A2 Allel mit der haufigeren Stichprobenfrequenz

ALS amyotrophe Lateralsklerose

AMPA a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolepropionic Acid
Receptor

APOE, ApoE Apolipoprotein (Gen bzw. Protein)

APP Amyloid-Precursor-Protein

AS Aminoséaure

AB Amyloid Beta

C Cytosin

CBD Kortikobasale Degeneration

CERAD Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease

CT Computertomographie

ddNTB Didesoxiribonukleosid-Triphosphat

DEGAM Deut.s.che GeIS(.aIIschaft fur Allgemeinmedizin und
Familienmedizin

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DOM dominantes Modell

DSM-IV Diagnostic.a}nd StatisticaI_ManuaI of Meptal Diso.rde!'s
(Fourth Edition) der American Psychiatric Organisation

EDTA Ethylendiaminetetraessigsaure

EEG Elektro Enzephalogramm

ELAVL4 ELAV-Like Neuron-Specific RNA Binding Protein 4

EOAD Early-Onset Alzheimer’s Disease

FAD Familiare Alzheimer Demenz

fMRT Funktionelle Magnetresonanztomographie

FTLD Frontotemporale Lobardegeneration

G Guanin

GWA Genomweite Assoziationsstudie

hnRNA heterogeneous nuclear ribonucleic acid (pra-mRNA)

138




heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (heterogene

hnRNP nukledre Ribonukleoproteine)

IRNPAZE1 (heterogones nukledres Ribonuldeoprotein AZIE1)

hnRNPH3 heterqgenequs nuclear ribqnucleoprotein H3 (heterogenes
nukledres Ribonukleoprotein H3)

HWE Hardy-Weinberg-Equilibrium

ICD-10 International Statistical Classification of Diseases and
Related Health Problems

KH Domaéane K homology domain (K-Homologie-Domane)

LD Linkage Disequilibrium

LKS Leichte kognitive Stérung

LOAD Late-Onset Alzheimer’s Disease

LTD long term depression (Langzeitdepression)

LTP long term potentiation (Langzeitpotenzierung)

MALDI-TOF matrix-assisted laser desorption/ionization - time-of-flight

MAP Mikrotubuli-assoziierte Proteine

MAVS Mitochondrial Antiviral Signaling Protein

mRNA messenger RNA

MRT Magnetresonanztomographie

mtDNA mitochondriale DNA

NB Nukleus basalis (Meynert, Ch4)

nDNA nuclear deoxyribonucleic acid

NFT Neurofibrillary Tangles

NINCDS-ADRDA

National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke and the Alzheimer's Disease and
Related Disorders Association

nM Nanomol

NMDA N-Methyl-D-Aspartate

PCBP2 Poly(rC)-binding protein 2

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PET Positronen-Emissions-Tomographie

PHF paired helical filaments

PS1, PS2 Prasenilin 1, 2

RBD RNA-binding domain (RNA-bindende Domane)
RBP RNA-binding proteins (RNA-bindende Proteine)
REZ rezessives Modell

RNA Ribonukleinsaure
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ROS

reactive oxygen species

rpm revolutions per minute

RRM RNA recognition motif

SKID I, Il Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-IV Achse |, Il
SNP Single Nucleotid Polymorphism

snRNA, snRNP

small nuclear ribonucleic acid, particles

T Tymin

UTR untranslatierter Bereich
WHO World Health Organization
ZNS Zentralnervensystem
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