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1. Einleitung

Die Demenz ist ein Defizit in kognitiven, emotionalen und sozialen Fahigkeiten, die zu
einer Beeintrachtigung von sozialen Funktionen fiihrt und fast immer, aber nicht
ausschlieBlich mit einer diagnostizierbaren Erkrankung des Gehirns einhergeht. Die am
hiufigsten auftretende Form der Demenz ist die Alzheimer Krankheit (Alzheimer’s
Disease, AD). Bei der Alzheimer-Krankheit handelt es sich um eine irreversible,
progressive Erkrankung des Gehirns, die langsam das Gedichtnis und die kognitiven
Féahigkeiten zerstort; weiterhin treten bei den betroffenen Patienten eine Reihe von
Verhaltens- und Personlichkeitsverdnderungen auf. Haufig konnen Angstzustinde oder
depressive Zustdnde eintreten. Die Demenz betrifft 5% bis 20% der 65-80jéhrigen und ist
derzeit nach Herzerkrankungen, Malignomen und Apoplexie die vierthdufigste
Todesursache in den Industrieldindern (Van Broeckhoven, 1994). In Deutschland leiden
aktuell mehr als 900.000 Menschen unter einer Demenzerkrankung, 650.000 davon unter
AD. Pro Jahr werden etwa 200.000 neue Demenzerkrankungen diagnostiziert, davon sind
ca. 120.000 Demenzen vom Alzheimertyp. Im Jahr 2006 waren weltweit etwa 26,6

Millionen Menschen von der AD betroffen.

1.1. Die neuropathologische Diagnose des Morbus Alzheimer

1906 wurde die Alzheimer-Krankheit erstmals durch den Arzt Alois Alzheimer an der
Patientin Auguste Deter diagnostiziert und als Erkrankung organischen, nicht psychischen
Ursprungs beschrieben (Alzheimer, 1907). Die charakteristischen morphologischen
Befunde der AD sind Neuronenverlust, kortikale Atrophie, neuritische oder senile
Plaques, neurofibrillire Biindel (Neurofibrillary Tangles, NTF), Neuropilfiden und die
mit AD assoziierte Amyloidangiopathie. Die fiir die neuropathologische Diagnose
relevanten histopathologischen Verdanderungen sind die senilen Plaques (Abb. 1A) und
die NFTs (Abb.1B) im Gehirn der Patienten.

Die Plaques bestehen vorwiegend aus Amyloid B Protein (A) und in unterschiedlichem
AusmalBl aus degenerierten Axonen und Dendriten. Aufgrund dieser qualitativen

Unterschiede wird auch zwischen neuritischen und diffusen Plaques unterschieden.
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Abb. 1: Die histopathologischen Merkmale der Alzheimer-Krankheit. A: Extrazelluldre
Ablagerungen von AB Peptid im Gehirn von Alzheimer Patienten. Die immunhistologische
Férbung mit anti-AB Antikorper zeigt senile Plaques (Pfeil). B: Intrazelluldre neurofibrilldre
Biindel (NFTs, Pfeil) detektiert mit einem Antikoérper gegen Tau-Protein.

Anfangs wird A in amorpher, locker organisierter Form als so genannte diffuse Plaques
abgelagert (Rozemuller, et al., 1989). Die diffusen Plaques zeigen keinen verdnderten
Neuriten und einen geringeren Kondensationsgrad der Ablagerungen im extrazelluldren
Raum. Uber die Zeit kondensieren diese Plaques, bilden eine Amyloid-dhnliche Struktur
aus, beinhalten Neuronen, Astrozyten oder Mikroglia, somit entwickeln sich zu
klassischen senilen Plaques, den so genannten neuritischen Plaques. Die neuritischen
Plaques beinhalten einen dichten AB-Kern umgeben von einer diffusen AB-Masse in
einem Netz von dystrophen Neuriten und aktivierten Gliazellen (Perry and Perry, 1985).
Die Anzahl oder Dichte der senilen Plaques korreliert wenig mit dem Ausmall der
neuronalen Zelluntergénge oder dem Grad der Demenz. Plaques sind im Neokortex weit
verbreitet, die hochste Dichte erreichen sie hdufig im entorhinalen Kortex; einige Plaques
lassen sich auch in Basalganglien und manchmal im Kortex des Cerebellums finden.

Die NFTs liegen innerhalb der Perikarya mittelgroer oder groBBer Neurone (Abb. 1B).
Die Fibrillen fiillen einen Teil des Cytoplasmas aus und bestehen aus 10 nm dicken
helikalen Filamenten (Paired Helical Filaments, PHF) (Kidd, 1963), die aufgrund einer
abnormalen Phosphorylierung des Proteins Tau entstehen (Brion, et al., 1985; Delacourte
and Defossez, 1986). Im Gegensatz zu der relativ unsystematischen Verteilung der
Amyloid Plaques korreliert die Neurofibrillen-Pathologie mit dem Ausmall der Demenz

(Braak and Braak, 1991).
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1.2. Das Amyloid Precursor Protein (APP)

AB ist ein Spaltprodukt, das nach Proteolyse des Amyloid-Vorlduferproteins (Amyloid
Precursor Protein, APP) entsteht. APP ist ein Typ-1 Transmembranprotein, das ein
Mitglied einer evolutiondr konservierten Proteinfamilie ist, zu der auch die Homologen
Amyloid Precursor Like Proteine 1 und 2 (APLP1 und APLP2) gehoren (Slunt, et al.,
1994; Wasco, et al., 1992). Das APP Gen befindet sich auf Chromosom 21 (Kang, et al.,
1987; Tanzi, et al.,, 1987) in der Region 21g21 (St George-Hyslop, et al., 1987). Es
wurden mindestens drei Isoformen des APPs identifiziert, die 695, 751 oder 770
Aminosduren lang sind (Yoshikai, et al., 1990) und die nach alternativem Spleilen der
Gentrankskripte entstehen. Die Isoformen APP;s5; und APP7;, enthalten einen 56-
Aminoséduren langen Abschnitt, der eine groBe Homologie zur Kunitz-Familie der Serin-
Proteaseinhibitoren (KPI) aufweist (Moir, et al, 1998). APP ist ein integrales
Membranglykoprotein, das eine grofle extracytoplasmatische Doméne, eine
Transmembranregion und eine kurze cytoplasmatische Doméne enthélt (Abb. 3). APP
befindet sich in der Zelle in oder in der Ndhe der Plasmamembran der Zellkorper und der
proximalen Dendriten. Dieses Protein wird sowohl im Gehirn in Neuronen, Perizyten,
Endothelzellen, Epithel und Astrozyten, als auch in peripheren Geweben, wie Muskel,
Epithelzellen, Nieren, Lunge und Leber exprimiert (Tanzi, et al., 1987). Die
pathologischen Merkmale des Morbus Alzheimer in Form von Amyloid Plaques und
Amyloidangiopathie sind hingegen nur im Gehirn zu finden.

Im Hirngewebe entspricht die am meisten exprimierte mRNA dem APPgos, mit einer ca.
10-fach hoheren Expression als die von APP7s5; oder APP77¢ (Sisodia, et al., 1993), welche
hauptséchlich in den peripheren Gewebe zu finden sind (Selkoe, 1994).

1.2.1. Die physiologische Funktion des APP

Die physiologische Bedeutung des APP scheint vielseitig zu sein, da das Protein in vielen
Zellen nachgewiesen werden kann, wihrend dessen Aufspaltung zu A auf das Gehirn
beschrénkt ist. Es ist bekannt, dass APP bei der Regulation der Blutgerinnung, der
zelluldren Immunreaktion, der Zellproliferation und —adhision mitwirkt (Selkoe, 1991a).

Obwohl die genaue Funktion von APP in Neuronen noch nicht geklért ist, haben in vitro

Studien gezeigt, dass APP an der Synaptogenese und synaptischen Plastizitdt beteiligt ist
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(Breen, et al., 1991; Milward, et al., 1992; Schubert, et al., 1989). Zudem fiihrt die
Deletion des APP Gens in der Maus zu Lern- und Gedéchtnis-Storungen (Dawson, et al.,
1999). Die exakten Mechanismen, die diesen Effekten zugrunde liegen sind weitgehend
unbekannt. Jedoch wird vermutet, dass fiir eine normale APP Funktion ein Gleichgewicht
zwischen APP und einem anderen Faktor notig ist. Dieser Faktor konnte Fe65 sein, ein
cytosolischer Adapter, der den subzelluldren Transport und die proteolitische
Prozessierung von APP reguliert (Guenette, et al., 1999; Sabo, et al., 1999). Es wurde
gezeigt, dass APP im Komplex mit Fe65 die Zellmotilitdt in transfizierten Zellen
regulieren kann (Sabo, et al., 2001). Fe65 interagiert simultan mit APP und Mena (Sabo,
et al., 2001), einem Protein das fiir die normale neuronale Entwicklung bendtigt wird
(Gertler, et al., 1990). Vermutlich reguliert der APP-Fe65 Komplex die

Wachstumskegelmotilitit durch seine Interaktion mit Mena.

Vesikel

Kinesin
Mikrotubulus

Abb. 2: APP als Adapterprotein beim anterograden axonalen Transport. Durch seine
intrazellulire Domine kann das in der Vesikelmembran verankerte APP an das Motorprotein
Kinesin binden und dadurch den Transport des Vesikels entlang des Mikrotubulus vermitteln.

APP wird auBBerdem eine physiologische Funktion beim axonalen Transport in Neuronen
zugeschrieben. Das Protein wird {iber den schnellen anterograden axonalen Transport zu
den Synapsen transportiert (Koo, et al., 1990). Dabei fungiert APP vermutlich als
Bindeglied zwischen dem Motorprotein Kinesin (KIF5) und Transportvesikeln (Abb. 2)
(Kamal, et al., 2001). Die Bindung an die leichte Kette des Kinesin erfolgt direkt (Kamal,
et al., 2000) oder durch Adaptorproteine wie z.B. Jip-1 (Matsuda, et al., 2003; Matsuda, et
al., 2001; Scheinfeld, et al., 2002). APP kann dadurch als Frachtrezeptor wirken und ist
fir den Transport von Vesikeln und die darin enthaltenen Proteine notwendig

(Gunawardena and Goldstein, 2001).
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1.2.2. Amyloidogene und nicht-amyloidogene APP-Prozessierung

Die proteolytische Prozessierung von APP ldsst sich in zwei Wege einteilen, deren
Produkte neuroprotektive oder neurotoxische Funktion haben.

Die nicht-amyloidogene Prozessierung beruht auf der Aktivitit der a-Sekretase, die die

extrazellulire Doméne von APP zwischen der 16ten und der 17ten Aminosdure der AR
Region spaltet (Abb. 3). Die a-Sekretase Aktivitdt wird durch die Mitglieder der ADAM
Proteinfamilie geleitet: ADAM 9, ADAM 10 und ADAM17 (Tumor Nekrosis Faktor—a
Converting Enzyme, TACE) (Buxbaum, et al., 1998; Lammich, et al., 1999).

extrazellular intrazellular

Abb 3: Amyloidogene und nicht-amyloidogene Prozessierung von APP. Nach der
proteolytischen Spaltung des APP durch die a-Sekretase entstehen zwei Fragmente, sAPPa und
CTFa, die nicht amyloidogen sind. Ist die Aktivitdt der a-Sekretase vermindert, wird APP
alternativ durch die B-Sekretase gespalten, wobei sAPPB und CTFB entstehen. Das CTFB wird
anschlieend von der y-Sekretase prozessiert und es entsteht A sowie die intrazelluldre Doméne
des APP (AICD).

Diese Prozessierung fiihrt zur Freisetzung einer loslichen sekretierten N-terminalen
Ectodoméne, sAPPa (Weidemann, et al., 1989), der eine neuroprotektive Funktion
zugesprochen wird (Guo, et al., 1998; Turner, et al., 2003) und eines in der Membran

verankerten C-terminalen Fragments (CTFa) (De Strooper and Annaert, 2000; Selkoe,
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1991b). Weiterhin wird das CTFa durch die y-Sekretase in der Transmembranregion
gespalten, wobei ein p3-Fragment und die APP Intrazellulire Doméne (AICD) entstehen
(Selkoe, 1991a).

Im Gegensatz zu der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung ist der amyloidogene Weg
von zentraler Bedeutung fiir Morbus Alzheimer, da er unmittelbar zur Entstehung von
Amyloidplaques beitrdgt. Diese Spaltung setzt sich aus zwei sukzessiven Schritten
zusammen (Abb.3). APP unterliegt zuerst der Spaltung durch die B-Sekretase (B APP
Cleaving Enzyme, BACE), eine Membran-gebundene Aspartylprotease (De Strooper and
Annaert, 2000; Esler and Wolfe, 2001). BACE ist ein stabiles, monomerisches Protein,
welches nach der Glykosylierung im ER zum Golgi Apparat und zum endosomalen
System transportiert wird (Huse, et al., 2000). Infolge der B-Sekretase Prozessierung
entstehen eine sekretierte Ectodoméne (sAPPB) und ein in der Membran verankertes 10-
kDa C-terminales APP Fragment (CTFR), welches als Substrat fiir die y-Sekretase dient.
Die y-Sekretase ist ein hochmolekularer Komplex, der verantwortlich ist fiir die
Proteolyse von APP, Notchl, ErbB-4 und E-cadherin (Ebinu and Yankner, 2002;
Marambaud, et al., 2002). Dieser Proteinkomplex entsteht durch die Interaktion zwischen
Presenilin 1 (PS1), Presenilin 2 (PS2) (De Strooper and Annaert, 2000; Octave, et al.,
2000), Nicastrin (Yu, et al., 2000), APH1o/ APH18 (Goutte, et al., 2002) und Presenilin
Enhancer 2 (PEN2) (Francis, et al., 2002). Die y-Sekretase Spaltung des CTFR erfolgt an
Valgss oder Alagsg, so dass entweder AB4y oder AB4, und das zugehorige intrazelluldre
Fragment (AICDs9 oder AICDs7) entstehen.

Preseniline sind integrale Membranproteine mit acht Transmembrandoménen und einer
hydrophilen Schleife zwischen den Transmembrandoménen 6 und 7 (Doan, et al., 1996;
Li and Greenwald, 1998). Preseniline sind im Zellkoérper im ER, Golgi Apparat (De
Strooper, et al., 1997; Kovacs, et al., 1996), Endosomen (Lah and Levey, 2000), in der
Kernmembran und an den synaptischen Endungen der Neuronen im ZNS lokalisiert

(Busciglio, et al., 1997; Cook, et al., 1996; Doan, et al., 1996; Moussaoui, et al., 1996).

1.3. Amyloid B Protein (ARB)

Das nach amyloidogener APP-Prozessierung entstehende AB ist in der extrazelluldren
Matrix lokalisiert und kann dort zunéchst zu Protofibrillen mit einem Durchmesser von

bis zu 5 nm und einer Linge von 200 nm aggregieren, um so den Kern eines
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Amyloidplaques zu bilden. Das in den Plaques enthaltene AB weist in der Regel eine
Linge von 42 oder 43 Aminosduren auf. Das AB4 hingegen wird vermutlich normal
sezerniert und nur in geringen Mengen in Plaques abgelagert. Die zusétzlichen zwei
Aminosduren zwischen AB4 und ABs, vermindern die Loslichkeit des Peptids, steigern
seine Aggregatikonsfdhigkeit (Jarrett, et al., 1993) und somit sein neurotoxisches
Potenzial.

Das AB Peptid spielt eine wichtige Rolle bei neuronalen Funktionsstdrungen, da es fiir
Neurone in vivo (Geula, et al., 1998; Kowall, et al., 1991) und in vitro (Howlett, et al.,
1995; Yankner, et al., 1989) toxisch ist. Die neurotoxischen Effekte wurden iiberwiegend
mir aggregiertem oder fibrillirem AB beobachtet. Die genauen Mechanismen, wie AR
seine Effekte ausiibt, sind bis zum jetzigen Zeitpunk noch nicht geklért. Untersuchungen
haben gezeigt, dass AB Apoptose induziert (Youssef, et al., 2007), eine aktivierende
Wirkung auf Kalziumkanéle besitzt (Demuro, et al., 2005; Pearson and Peers, 2006),
Kaliumkanéle inaktiviert (Etcheberrigaray, et al., 1994) und die Protein Kinase C inhibiert
(Favit, et al., 1998; Lee, et al., 2004). Zudem aktiviert AR Astrozyten und Mikroglia und
bewirkt dadurch eine Freisetzung von Entziindungsmediatoren (Stepanichev, et al., 2003).
Die physiologische Menge von AB im Gehirn ergibt sich aus dem Gleichgewicht
zwischen der Entstehung und dem Abbau von AB. Die pathologische Ablagerung von AR
in Plaques ist im Gehirn von Alzheimer Patienten mit frithem Erkrankungsbeginn (frither
als 65 Jahre) das Ergebnis einer exzessiven A Produktion. Im Gegensatz dazu ist der
genaue Mechanismus, der die AB Akkumulation bei Alzheimer Féllen mit spitem
Erkrankungsbeginn (ab 65 Jahre) bewirkt, noch nicht geklért. Es wird spekuliert, dass die
Ursache dafiir ein gestorter AB Abbau ist. Der AB Abbau erfolgt auf mindestens drei
Wegen: extrazellulire Proteolyse durch Enzyme (Selkoe, 2001), Transport iiber die Blut-
Hirn-Schranke (Zlokovic, 2004) und Rezeptor-vermittelte Endozytose (Zlokovic, 2004).
Fiir die Degradierung des AB sind mehrere proteolytische Enzyme verantwortlich: das
Insulin Degrading Enzym (IDE) (Farris, et al., 2004; Qiu, et al., 1998), Endothelin
Converting Enzym (ECE) (Eckman, et al., 2001), das Plasmin System (Tucker, et al.,
2000) und Neprilysin (NEP) (Carson and Turner, 2002; Iwata, et al., 2001). IDE
degradiert hauptsichlich 16sliches, monomeres, intrazelluldres AB (Morelli, et al., 2003;
Sudoh, et al., 2002), wihrend Plasmin aggregiertes A} prozessieren kann (Tucker, et al.,
2000). NEP spielt eine wichtige Rolle beim Abbau von AB4 und ist in niedrigeren
Mengen in den Hirnregionen zu finden, die von der Alzheimer Pathologie betroffen sind

(Yasojima, et al.,, 2001). Erst in den letzten Jahren wurde dem bei der y-Sekretase
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Spaltung des APP entstehenden AICD zunehmend Aufmerksamkeit geschenkt.
Interessanterweise konnte festgestellt werden, dass AICDsg9 durch weitere Aktivitét der y-
Sekretase zu AICDs, prozessiert werden kann (Sastre, et al., 2001; Yu, et al., 2001). Dies
ist jedoch Bestandteil aktueller Forschung und wird durch die Tatsache erschwert, dass
AICD zum einen sehr klein und damit schwer nachweisbar ist und zum anderen auch

schnell abgebaut wird (Nunan, et al., 2003).

1.4. Die intrazelluléire Doméine des APP (AICD)

Die intrazellulire Doméine von APP (AICD) besitzt drei entscheidende
Bindungsdomainen, die bei der Sekretion, Endozytose (653 Y TSlgs6) und Transaktivierung
(667VTPEERg72, 6s2YENPTY¢g7) eine Rolle spielen. Es wird angenommen, dass AICD
normalerweise einer sehr schnellen zelluldren Degradation unterworfen ist. Jedoch konnte
gezeigt werden, dass es durch die Bindung an das Adapterprotein FE65 stabilisiert wird
und sich so der schnellen Degradation entziehen kann (Kimberly, et al., 2001). FE65
(auch Amyloid beta Precursor Binding Protein) ist ein 97 kDa grof3es Protein, das am C-
Terminus zwei Phosphotyrosin-Bindedoménen (PTB) und am N-Terminus eine WW
Domine besitzt. Die PTB2 Domine kann AICD binden, die PTB1 Domine bindet LRP
(LDL-Receptor Related Protein) (Trommsdorff, et al., 1998). Die WW Domine kann
Prolin-reiche Liganden wie Mena oder die nukledre Tyrosin Kinase c-Abl binden
(Ermekova, et al., 1997; Zambrano, et al., 2001) und ist essentiell fiir die
Transaktivierung.

Die Funktion der AICD ist noch nicht hinreichend geklért. Zahlreiche Studien jedoch
fithrten schlieBlich zur Hypothese, dass AICD an der differentiellen Genregulation
beteiligt ist. Infolge der APP Prozessierung durch den y-Sekretase Komplex entsteht im
Cytoplasma AICD, an dem das Adapterprotein FE65 iiber seine PTB2 Doméne bereits
gebunden hatte oder infolge der Spaltung bindet. Der AICD-FE65 Komplex kann nun in
den Zellkern translozieren (Kimberly, et al., 2001); dort kann das Tat Interacting Protein
60 (TIP60) an die noch freie PTB1 Doméine von FE65 binden, so dass ein trimerer
Komplex aus AICD, FE65 und TIP60 entsteht. TIP60 besitzt Histon Acetyltransferase-
Aktivitit (Yamamoto and Horikoshi, 1997). Durch diese Bindung an TIP60 wird es dem
AICD abhéngigen Transkriptionskomplex ermoglicht, die Histone 3 und 4 zu acetylieren.

Die Histone verlieren infolge der Acetylierung ihre positiven Ladungen, und Proteine
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haben so einen leichteren Zugang zur DNA (Kim, et al., 2004). Uber diesen Mechanismus
konnte der Komplex aus AICD-FE65-TIP60 (sowie eventuell weitere noch nicht
identifizierte Proteine) in der Lage sein, an spezifische Promotoren zu binden und so das
Genexpressionsmuster der Zelle zu veridndern.

Der Mechanismus der AICD abhingigen differentiellen Genregulation, und die
Identifikation potentieller AICD Zielgene sind Bestandteile aktueller Forschung. Nur
wenige Studien lieferten bisher Vorschlige fiir potentiell AICD-abhéngig regulierte
Kandidatengene, wie Kail (Baek, et al., 2002), GSK38 (Kim, et al., 2003) sowie Sarko-
und Endoplasmatische Calcium Transporter (SERCA2B).

1.5. Genetik des Morbus Alzheimer

Wihrend vor einer Dekade die neurodegenerative Erkrankungen, wie die Alzheimersche
Krankheit, noch zu den pathogenetisch schlecht verstandenen Krankheiten zéhlten, fiihrte
nicht zuletzt die Entdeckung von drei autosomal dominanten Gendefekten (Amyloid
Precursor Protein (APP), Presenilin 1, Presenilin 2) sowie einem genetischen Risikofaktor
(Apolipoprotein E) zu einem besseren Verstdndnis pathogenetischer Kaskaden, die den
neuropathologischen Verdnderungen bei Morbus Alzheimer zugrunde liegen. Obwohl alle
bisher bekannten Gendefekte gemeinsame Merkmale, wie etwa die vermehrte Bildung des
Amyloid B, besitzen, ist inzwischen klar, dass es sich bei Morbus Alzheimer um ein
multifaktorielles Syndrom, dem genetisch komplexe und heterogene Erkrankungen
zugrunde liegen, und nicht um eine einheitliche Krankheit handelt. Nachdem sich diese
pathogenetische = Heterogenitdt derzeit weder durch klinische noch durch
neuropathologische Untersuchungen nachweisen lédsst, kann der Einblick in molekulare
Mechanismen und die Definition der Erkrankung auf molekularer Ebene zur Entwicklung
neuer und der Heterogenitdt Rechnung tragender Konzepte fiir die Pridvention und

Therapie beitragen.
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1.5.1. Dominant vererbte Gendefekte bei Morbus Alzheimer mit friihem

Erkrankungsbeginn (EOAD)

Durch genetische Kopplungsuntersuchungen wurden in den letzten Jahren drei Gene
identifiziert, deren Mutationen die Krankheitsursache fiir familidre Alzheimer-Fille mit
frithem Erkrankungsbeginn (vor dem 65. Lebensjahr) sind (Tabelle 1). Bei dem ersten
dieser Gene handelt es sich um das Amyloid Vorldufer Protein (APP) Gen, das auf
Chromosom 21 lokalisiert ist (Goate, et al., 1991; Heston, et al., 1991; St George-Hyslop,
et al., 1987). Die Vermutung, dass auf Chromosom 21 ein "Alzheimer-Gen" liegt, hatte
man schon ldnger, denn Patienten, die an Trisomie 21 leiden und ein iiberzdhliges
Chromosom 21 besitzen, entwickeln fast ausnahmslos ab dem vierzigsten Lebensjahr
Alzheimersche Verdnderungen im Gehirn. Zudem ist der Hauptbestandteil der
Alzheimerschen Plaques, das AB, ein proteolytisches Abbauprodukt des APP. Derzeit
sind sechs verschiedene Mutationen des APP Gens bekannt, die jeweils zu einem
Aminosdureaustausch im Bereich der fiir die Amyloidpathogenese relevanten
Sekretaseschnittstellen fiihren. Die Untersuchung zahlreicher Alzheimerfamilien zeigte
jedoch, dass Mutationen des APP Gens weltweit bei nicht mehr als 20 Familien fiir die
Krankheit verantwortlich sind.

Etwa 50% der Familien mit autosomal dominantem Erbgang weisen vielmehr genetische
Koppelung mit einem Genort auf Chromosom 14 auf (Schellenberg, et al., 1992). Durch
positionelles Klonieren konnte das zweite, heute als Presenilin 1 (PS1) bezeichnete Gen
identifiziert werden (Sherrington, et al., 1995). Etwa 1-2% aller Alzheimer Fille weltweit
diirften auf Mutationen im PS/ Gen zuriickzufiihren sein. Die Mutationen des PS/ sind
im gesamten kodierenden Abschnitt des Gens zu finden. Beinahe alle PS/ Mutationen
weisen eine vollstandige Penetranz auf und das mittlere Manifestationsalter betrdgt 45
Jahre mit einer Variation zwischen 29 und 56 Jahren. Das Erkrankungsalter korreliert in
einzelnen Familien sehr stark und es liegt ein systematischer Zusammenhang zwischen
dem mittleren Erkrankungsbeginn und der spezifischen Region im PS/ Gen vor.

Das dritte isolierte "familidre" Alzheimer-Gen liegt auf Chromosom 1 und kodiert fiir
Presenilin 2 (PS2). Es wurde aufgrund seiner 67%igen Homologie mit PS/ identifiziert
(Barinaga, 1995).
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Tabelle 1: Monogen vererbte Gendefekte

Gen Chromosom Erkrankungsalter Anteil an Alzheimer-Fallen
(Jahre) insgesamt

APP 21 39-67 <0,5%

PS1 14 29-56 1-2%

PS2 1 40-85 <0,1%

Fiir die genetische Diagnostik ist von Bedeutung, dass 70% der PSI- und PS2-Mutationen
nur in einer einzigen Familie oder bei einem Patienten auftreten und gleichsam genetisch
"private" Mutationen sind (Tanzi, et al., 1996). Dadurch bleiben neue Patienten oder neue
Familien bei einer Suche nach bekannten Mutationen mit hoher Wahrscheinlichkeit
unerkannt. Eine pradiktive genetische Diagnostik des familidren Morbus Alzheimer mit
frihem Erkrankungsbeginn ist wegen dieser "privaten" Mutationen sowie derzeit
fehlender Behandlungsmdglichkeiten mit groen Problemen behaftet (Propping, et al.,
1994).

1.5.2. Morbus Alzheimer mit spitem Erkrankungsbeginn (LOAD)

Die iiberwiegende Mehrzahl aller Alzheimer Félle treten nach dem 65. Lebensjahr auf
(Late Onset Alzheimer’s Disease, LOAD) und weisen kein eindeutiges Vererbungsmuster
auf. Zwar tritt eine gewisse familidre Haufung auf, die jedoch keinem klassischen
Mendelschen Erbgang folgt. Im Gegensatz zu dominant vererbten Gendefekten, die eine
Krankheit determinieren, modifiziert sich bei diesen Féllen das Risiko zu erkranken durch
die Akkumulation von genetischen und/oder umweltbedingten Suszeptibilititsfaktoren
(Bertram, et al., 2007), die verdeutlichen, dass es sich bei Morbus Alzheimer um eine
komplexe und genetisch heterogene Erkrankung handelt. Die Suszeptibilitdtsfaktoren
konnen dabei sowohl einen pathogenen Effekt besitzen, als auch schiitzend wirken. Fiir
die sporadischen Alzheimer Fille konnte 1993 mit dem Apolipoprotein E e4-Allel
erstmals ein genetischer Risikofaktor gefunden werden (Corder, et al., 1993; Saunders, et
al., 1993b; Strittmatter, et al., 1993), der zwar das Risiko an Morbus Alzheimer zu

erkranken erhoht, aber entgegen den autosomal dominant vererbten Gendefekten nicht
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deterministisch wirkt.

1.5.3. Apolipoprotein E (APOE)

Mit Hilfe von Linkage-Untersuchungen (Pericak-Vance, et al., 1991) sowie
Assoziationsuntersuchungen (Saunders, et al., 1993b) wurde sowohl fiir die sporadischen
als auch fur die familidren Spatformen des Morbus Alzheimer ein Zusammenhang des
Krankheitsphdnotyps mit dem Apolipoprotein E (APOE) Gen beschrieben (Saunders, et
al., 1993a; Saunders, et al., 1993b; Strittmatter, et al., 1993). Das APOE Gen auf
Chromosom 19 hat drei Allele (€2, €3, €4) (Zannis, et al., 1981), die drei unterschiedliche
Isoformen kodieren. Mehrere Studien haben gezeigt, dass die Héaufigkeit des APOE &4-
Allels bei Alzheimer Patienten im Vergleich zu altersentsprechenden Kontrollgruppen
etwa um das dreifache erhoht ist, und die Zahl der €4-Allele den Erkrankungsbeginn
(Age-at-Onset, AAO) nach einem Gen-Dosis Muster beeinflusst (Blacker, et al., 1997;
Corder, et al., 1993; Katzman, 1994; Mayeux, et al., 1993; Rebeck, et al., 1993; Saunders,
et al., 1993a; Slooter, et al., 1998; Strittmatter, et al., 1993; Yu, et al., 1994; Zubenko, et
al., 1994). Individuen mit zwei Kopien des APOE e4-Allels (2% einer kaukasichen
Population) haben ein 50-90%iges Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken, wéhrend
Individuen mit einem APOE e4-Allel (15% einer kaukasischen Population) ein 45%iges
Risiko haben, die Krankheit zu entwickeln (Corder, et al., 1993). AuBBerdem konnte
gezeigt werden, dass Trager des APOE g2-Allels ein geringeres Risiko haben, an Morbus
Alzheimer zu erkranken und dass die Krankheit bei diesen Menschen spéter auftritt
(Corder, et al., 1994; Lippa, et al., 1997).

APOE ist ein polymorphes Protein mit einem Molekulargewicht von 34 kDa und drei
Isoformen: APOE2, APOE3 und APOE4 (Mahley, 1988). APOE wird im Hirngewebe vor
allem von Astrozyten synthetisiert und sezerniert (Pitas, et al., 1987), in geringerem
Ausmall auch von Neuronen (Bao, et al., 1996; Diedrich, et al., 1991). APOE ist
Bestandteil mehrerer Plasma-Lipoproteine, ist in den Lipoproteintransport involviert und
hat bei der Hirnentwicklung und Regeneration nach peripheren Nervenverletzungen
spezifische Funktionen (Mahley, 1988; Poirier, 1994; Uchihara, et al., 1995). APOE hat
isoformspezifische Effekte auf das Neuritenwachstum, wobei APOE3 das Wachstum
stimuliert und APOE4 es inhibiert (Handelmann, et al., 1992; Nathan, et al., 1994;
Weidemann, et al., 1989; Yu, et al., 2001; Zubenko, et al., 1994). In vivo wird APOE mit

den neuritischen Plaques und den Neurofibrillen assoziiert (Dickson, et al., 1995; Namba,
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et al., 1991; Poduri, et al., 1994; Strittmatter, et al., 1993; Wisniewski and Frangione,
1992). APOE scheint auch isoformspezifische AB-Bindung zu entfalten, wobei unter
bestimmten Bedingungen APOE4 schneller und effektiver AB bindet als APOE3.
Allerdings bindet leicht lipidiertes APOE3 an AB Peptid mit einer 20-fach hoheren
Affinitdt als APOE4. Diese stirkere Bindung von APOE3 konnte die Loslichkeit des
APOE4-ARB Komplexes begiinstigen und so die Umwandlung von AB in die neurotoxische
Form verhindern (LaDu, et al., 1995). Dem APOE2 und dem APOE3 wird dagegen eine
schiitzende Wirkung zugeschrieben. Sie sollen die normale Phosphorylierung des Proteins
Tau gewihrleisten und dadurch die Bildung der Alzheimerschen Neurofibrillen
verhindern (Strittmatter et al., 1994).

Obwohl die Kenntnis der Pathophysiologie des APOE fiir das Verstindnis der Atiologie
der AD sehr wichtig ist, stellt die Genetik des APOE doch nur einen Teilaspekt der
Erkrankung dar. Es konnen auch Individuen an Morbus Alzheimer erkranken, die nicht
Trager des APOE e4-Allels sind, und umgekehrt entwickeln einige e4-Gentrager
zeitlebens keine nachweisbare AD Symptomatik. Der APOE-Genotyp stellt daher weder
eine notwendige noch eine hinreichende Bedingung fiir die Entstehung der AD dar und
das APOE €4-Allel ist nur zu ca. 50% an der genetischen Pradisposition fiir LOAD beteiligt
(Pericak-Vance and Haines, 1995). Folglich miissen weitere genetische Faktoren und/oder

Umwelteinfliisse existieren, die das Erkrankungsrisiko fiir AD modifizieren.

1.5.4. Weitere Suszeptibilititsgene

Auf der Suche nach weiteren genetischen Risikofaktoren fiir sporadische Alzheimer-Fille
werden im Wesentlichen zwei Strategien angewendet. Zum einen untersucht man
"Kandidatengene", die in der Pathogenese der Alzheimerschen Krankheit eine potentielle
Rolle spielen. So wurden eine ganze Reihe weiterer Suszeptibilititsgene fiir Morbus
Alzheimer beschrieben, deren weitere Untersuchung bisher jedoch zu sehr
widerspriichlichen Ergebnissen fiithrte. Mit Hilfe dieser Strategie konnte bisher kein
Suszeptibilititsgen gefunden werden, das wie das Apolipoprotein E Gen in verschiedenen
ethnischen Gruppen das Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken deutlich modifiziert.

Bei der zweiten Strategie versucht man zunédchst mit Hilfe von Kopplungsuntersuchungen
die chromosomale Lokalisation eines Genortes moglichst eng einzugrenzen, um dann nach

moglichen Kandidaten in dieser Region zu suchen. Auf diese Weise konnten mogliche
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Genorte fiir sporadische Formen des Morbus Alzheimer unter anderem auf Chromosomen 9,
10 und 12 nachgewiesen werden (Blacker, et al., 2003; Kehoe, et al., 1999; Myers, et al.,
2002; Pericak-Vance, et al., 1997). Mittels Linkage-Disequilibrium Analyse wurde eine
breite Region auf Chromosom 10 zwischen 10g21 und 10g25 beschrieben, die mit dem
Risiko fiir AD (Bertram, et al., 2000; Myers, et al., 2000) oder mit dem Plasmalevel von
AB4, (Ertekin-Taner, et al., 2000) assoziiert ist. Innerhalb dieser Linkageregion befinden
sich mehrere funktionelle Kandidatengene, wie z.B. Insulin Degrading Enzyme (IDE)
(Kurochkin and Goto, 1994; Qiu, et al., 1998), Urokinase-Type Plasminogen Activator
(PLAU) (Tucker, et al., 2000), a-3 Catenin (VR22) (Janssens, et al., 2001), Glutathione-S-
Transferase Omega 1 (GSTOI) (Li, et al., 2003), Glutathione-S-Transferase Omega 2
(GSTO2) (Li, et al., 2003), Protease Serine 11 (PRSSI1) (Li, et al., 2003), Choline
Acetyltransferase (CHAT) (Ozturk, et al., 2006), Cholesterol 25-Hydroxylase (CH25H)
(Papassotiropoulos, et al., 2005) und Dynamin Binding Protein (DNMBP) (Kuwano, et
al., 2006). Fiir alle diese Gene sind jedoch widerspriichliche Ergebnisse beschrieben.

Bisher wurde bei genetischen Untersuchungen tiberwiegend nach Suszeptibilititsgenen
gesucht, wihrend dem Erkrankungsalter wenig Aufmerksamkeit gewidmet wurde. Jedoch
sind Kenntnisse iiber Faktoren, die den Erkrankungsbeginn beeinflussen, sehr wichtig.
Ein Hinauszogern des Erkrankungsalters des Morbus Alzheimer um 5 Jahre wiirde die
Privalenz halbieren. Das Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer scheint auch genetisch
kontrolliert zu sein und auf Chromosom 10 befindet sich ein Linkagepeak fiir den
Erkrankungsbeginn, mit mehreren Genloci, die fiir die Kontrolle des Erkrankungsalters
verantwortlich sein konnten (Li, et al.,, 2002). In dieser Region sind mehrere Single
Nucleotide Polymorphismen (SNP) der Gene GSTOI, GSTO2 und PRSSI1 (HtrAl)
lokalisiert, die das Erkrankungsalter der familidren Alzheimer Fillen modifizieren sollen
(Li, et al., 2003; Li, et al., 2006). Andere Studien zeigen jedoch, dass die von Li et al. (Li,
et al., 2003) beschriebenen SNPs der Gene GSTOI, GSTO2 und PRSSI11 nicht relevant
fiir den Erkrankungsbeginn bei sporadischen Alzheimer Féllen sind (Kolsch, et al., 2004;
Ozturk, et al., 2005). Diese widerspriichlichen Ergebnisse zeigen, dass weitere SNPs in

diesen Regionen untersucht werden miissen.
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1.6. High Temperature Requirement Protein A1 (HtrAl)

Auf Chromosom 10q26 in der Linkageregion fiir das Erkrankungsalter von Morbus
Alzheimer befindet sich das Gen PRSSI/I, das die Serinprotease HtrAl (High
Temperature Requirement Protein Al, L56) kodiert. HtrAl gehort zu der HtrA
Proteinfamilie, mit oligomerischen, ATP-unabhéngigen Serinproteasen (Swamy, et al.,
1983), die eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Proteinqualitét, bei Stresserkennung,
Zellwachstum und Entziindung spielen (Clausen, et al., 2002). Sie haben mit den
bakteriellen HtrA Proteinen (DegP) gemeinsame Charakteristika (Clausen, et al., 2002),
wie die hoch konservierte Trypsin-Like Serine Protease Doméne und mindestens eine

PDZ Domine am C-Terminus (Abb. 4).
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Abb.4: Das High Temperature Requirement Protein A1 (HtrAl). Am N-Terminus enthélt
HtrA1 ein Signalpeptid (SP) und eine Insulin Growth Factor Binding Protein (IGFBP) Doméne.
Am C-Terminus sind eine Trypsin-Like Serine Protease Domine und eine PDZ Domine zu
finden.

Die PDZ Domine vermittelt Protein-Protein Interaktionen und ist an der Erkennung und
Degradierung der partiell gefalteten oder falsch gefalteten Proteine beteiligt. Ein
wichtiges Merkmal der HtrA Proteine ist, dass sie bei niedrigeren Temperaturen als
Chaperone und bei hohen Temperaturen als Serinprotease fungieren und diese Aktivitit
reversibel in kiirzester Zeit umgeschaltet werden kann (Kim and Kim, 2002; Spiess, et al.,
1999).

Die HtrA Proteinfamilie besitzt vier humane Mitglieder: HtrAl (Hu, et al., 1998;
Zumbrunn and Trueb, 1996), HtrA2 (Faccio, et al., 2000; Gray, et al., 2000), HtrA3 (Nie,
et al.,, 2003) und HtrA4 (Clausen, et al., 2002). Urspriinglich wurde HtrAl als
herunterreguliertes Gen in SV40-transformierten Fibroblasten identifiziert (Zumbrunn and
Trueb, 1996) und ist in Tumoren hochgradig herunterreguliert (Baldi, et al., 2002; Chien,
et al., 2004; Shridhar, et al., 2002). Das Protein wird ubiquitir in normalem Gewebe
exprimiert und sezerniert. HtrAl besitzt zusitzlich zu den innerhalb der HtrA Familie
konservierten Doménen ein Signal Peptid (SP), eine Insulin-Like Growth Factor-Binding
Protein (IGFBP) Doméine und ein Serinprotease-Inhibitormotiv vom Kazal-Typ (Abb. 4).
Funktionell ist HtrA1 an der Pathologie mehrerer Krankheiten beteiligt. So hat HtrA1 als
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Suppressorgen protektive Wirkung auf Tumorzellwachstum und -Proliferation (Baldi, et
al., 2002; Chien, et al., 2004; Nie, et al., 2003; Shridhar, et al., 2002). Andererseits ist
HtrAl in Skelettmuskulatur bei Duchennescher Muskeldystrophie (Bakay, et al., 2002)
und in Knorpelgewebe osteoarthritischer Gelenke hochreguliert (Hu, et al., 1998). Zudem
hat HtrAl eine proteolytische Funktion bei der Degradierung von extrazelluldren
Matrixproteinen (Grau, et al., 2006), von APP und APP Fragmenten, wie CTFB und AB
(Grau, et al., 2005). Die Kolokalisation von HtrAl mit Amyloidplaques bei Morbus
Alzheimer (Grau, et al., 2005) und seine APP- und AB- abbauende Funktion lassen eine
Rolle von HtrA1 auch bei Morbus Alzheimer vermuten.

Die Bildung von unldslichen extrazelluldren Ablagerungen von aggregiertem AB ist ein
wesentliches Merkmal des Morbus Alzheimer. Ahnliche extrazellulire Ablagerungen sind
bei Patienten zu finden, die an altersbedingter Makuladegeneration (Age-related Macular
Degeneration, AMD) erkrankt sind. Diese Ablagerungen, die sogenannten Drusen (Abb.
5), sind unter der Basalmembran des Netzhautepithels und in der Bruchschen Membran

lokalisiert.

Sinneszellen

Pigmentzellen

Drusen
Bruchsche

Membran

Abb. 5: Verinderungen in der Netzhaut bei altersbedingter Makuladegeneration (AMD). In
der Bruchschen Membran bilden sich Drusen, die u.a. APP und AB Peptid enthalten (Quelle:
http://www.acto.de/media/pdf/ AMD-Patientensymposium%20acto.swf).

Neue Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Drusen der AMD und die Plaques bei
Morbus Alzheimer gemeinsame pathologische Merkmale besitzen. So beinhalten die
Amyloidplaques ein breites Spektrum an Lipiden und Proteinen, die auch in den Drusen
zu finden sind. Dazu zdhlen Vitronectin, APP, APOE und AB. Zudem befinden sich
dhnliche Entziindungsmediatoren und Immunfaktoren sowohl in den Drusen, als auch in
den Plaques. Dies deutet auf vergleichbare Entziindungswege bei Morbus Alzheimer und
AMD hin (Hageman, et al., 2001; Johnson, et al., 2002; Johnson, et al., 2001). Ahnlich
wie Morbus Alzheimer, ist AMD eine altersbedingte Krankheit, die unter dem Einfluss

von genetischen und exogenen Faktoren steht. Assoziationsstudien haben einen Lokus auf
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Chromosom 10qg26 fiir AMD identifiziert (Maller, et al., 2006; Rivera, et al., 2005), auf
dem sich u.a. ein SNP in der Promoterregion des Htr4l Gens befindet. Dieser SNP,
rs11200638, wurde als Risikofaktor fiir AMD beschrieben (Dewan, et al., 2006; Yang, et
al., 2006).
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1.7. Zielsetzung der Arbeit

Der genetische Hintergrund der Alzheimer Krankheit ist komplex, wobei mehrere Gene
und Umweltfaktoren eine Rolle spielen. Das bisher einzige bestitigte Suszeptibilitdtsgen
fir Morbus Alzheimer ist das e4-Allel des Apolipoprotein E Gens (APOE). Der
wesentliche Bestandteil der senilen Plaques ist das Amyloid B Peptid (AB), das auch in
den vesikuldren Komponenten bei Age-Related Macula Degeneration (AMD) zu finden
ist. Vor kurzem ist der Single Nucleotide Polymorphismus (SNP) rs11200638 in der
Promoterregion des HtrA1 Gens als Risikofaktor fiir AMD beschrieben worden. Aufgrund
der gemeinsamen pathologischen Charakteristika von Morbus Alzheimer und AMD
konnte die Atiologie dieser zwei Krankheiten von gemeinsamen genetischen Faktoren

beeinflusst werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Assoziation zwischen dem SNP rs11200638, der in der
Promoterregion des HfrAl Gens liegt, und dem Erkrankungsalter bzw. dem Risiko fiir
Morbus Alzheimer zu untersuchen. Zunichst wird dieser SNP in einer Kohorte von
Morbus Alzheimer Patienten und Kontrollen analysiert, bei denen Informationen iiber
Erkrankungsbeginn bzw. Alter vorhanden ist. Der rs11200638-Genotyp wird mittels
Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus (RFLP) bestimmt. Des Weiteren wird der
Einfluss des HtrAl Promoter SNP auf den Erkrankungsbeginn des Morbus Alzheimer in

Zusammenhang mit A POF statistisch analysiert.

Um der Frage nachzugehen, ob HtrAl auch eine funktionelle Bedeutung fiir Morbus
Alzheimer besitzt, wird zunichst der Einfluss des HfrAl Promoter SNP rs11200638 auf
neuropathologische Charakteristika des Morbus Alzheimer untersucht. Die Zahl der
senilen Plaques und neurofibrilliren Tangles wird an humanem Autopsiegewebe von
Alzheimer Patienten bestimmt und statistisch in Zusammenhang mit dem HtrAl SNP

rs11200638 analysiert und fiir APOE korrigiert.

Die funktionelle Bedeutung von HtrAl fiir Morbus Alzheimer wird weiter auf RNA
Ebene analysiert. Mittels Real-Time PCR wird die HtrA1-RNA-Expression in humanem

Autopsiehirngewebe von Alzheimer Patienten und Kontrollen bestimmt.
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In Zellkulturexperimenten wird ein moglicher Regulationsmechanismus von HtrAl
untersucht. In Reporterstudien wurde gezeigt, dass AICD transaktivierendes Potential
besitzt. Da AICD bei der Abspaltung von APP gleichzeitig mit AB entsteht, wird hier
analysiert, ob die AICD-Uberexpression in Neuroblastom-Zellen die Expression von

HtrA1 beeinflusst.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Verwendete Ger:iite

Gerit

Hersteller

Elektrophoresekammer Mupid exU

Advance, Japan

Gel Dokumentationssystem BioDocAnalyze

Biometra GmbH, Gottingen

Ultra-Turrax T8

IKA Labortechnik, Staufen

7500 Fast Real-Time

Applied Biosystems, Darmstadt

Thermocycler Primus

MWG-Biotech, Ebersberg

Thermomixer HLC

Haep Labor Consult, Borenden

Tischzentrifuge Centrifuge 5415C

Eppendorf, Hamburg

Biophotometer

Eppendorf, Hamburg

Zellkulturmikroskop Olympus IX 50

Olympus, Hamburg

Zellkulturzentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau

Zellkulturinkubator HeraCell

Heraues, Hanau

Vortex Reax 2000

Heidolph Instruments GmbH und Co. KG,
Schwabach

Sequenzierautomat 3130 Genetic Analyzer

Applied Biosystems, USA

Autoklav Varioklav

Dampfsterilisator T65

HP Labortechnik, OberschleiBheim

2.1.2. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien wurden in Analysenqualitét (pro analysi) von den Firmen

Merck (Darmstadt), Invitrogen (Karlsruhe), Roche Diagnostics (Mannheim), Sigma

(Deisenhofen) bezogen. Die Lieferanten spezieller Chemikalien, Biochemikalien und

Materialien sind in der folgenden Tabelle zu finden.
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Chemikalien/ Verbrauchsmaterial

Hersteller

96-well Platten fiir Real-Time PCR

Applied Biosystems, Darmstadt

Sybr Green

Applied Biosystems, Darmstadt

Taq PCR Master Mix

Qiagen, Hilden

2.1.3. Zellkulturmaterial und Zellkulturzusitze

RPMI1640 Medium PAA, Colbe
Trypsin-EDTA PAA, Colbe
Streptomycin und Penicillin PAA, Colbe

L-Glutamin

Sigma, Deisenhofen

Fotales Kilberserum (FCS)

PAA, Colbe

Zellkulturschalen Nunc, Wiesbaden
Zellkulturflaschen Nunc, Wiesbaden
Kryorshrchen Nunc, Wiesbaden
Doxycycline Sigma, Deisenhofen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Solon, Ohio

2.1.4. Zelllinien

SHEP-SF: humane Neuroblastom-Zelllinie
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2.1.5. Oligonukleotide

Abklirzung

Sequenz

Primer fiir PCR humaner Proben

HtrA1ll s ATG CCA CCCACA ACAACTTT
HtrA1ll as CGC GTC CTT CAA ACT AAT GG
HtrA112 s CGG ATG CAC CAA AGA TTC TCC
HtrA112 as TTC GCG TCC TTC AAA CTA ATG G
HtrAlk1 s GAC GTG TGA AGG ATT CTATTC GAA
HtrAlkl as GCA CGC GGG ACC CTG

HtrA1k2 s GCA TGC CAC CCA CAA CAA
HtrA1k2 as GCG TTG CGG CAC CG

APOEI2 s CTG GGC GCG GAC ATG GAG
APOEI12 as GCA GGT GGG AGG CGA GGC
APOE34 s GGC CAG AGC ACC GAG GAG
APOE34 as GCC CCG GCCTGG TAC ACT GCC A

Primer fiir Real-Time PCR humaner

Proben

HtrAlrt s CGC ATG CCACCCACAACAA

HtrAlrt as CGC ACG CGG GACCCT G

GAPDH s ACCCACTCCTCC ACCTTT GAC
GAPDH _as CAT ACC AGG AAA TGA GCT TGA CAA
AICDSO0 s TCC ATT CAT CAT GGT GTG GT
AICDS50 as TGC ATC TGC TCA AACTTG
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2.1.6. Losungen, Reagenzien fiir molekularbiologische Arbeiten

Losung

Zusammensetzung, Hersteller

TBE-Puffer 0,5x

44,5 mM Tris-HCI pH 8,2
44,5 mM Borsédure
1 mM EDTA

DNA-Ladder

Fermentas, St. Leon-Rot

Lysepuffer (Gewebe)

100 mM Tris-HCI, pH 8,5
200 mM NaCl

5 mM EDTA

0,2% SDS

DNA-Fillungsreagenz

10 pl 3 M Natriumacetat
250 pl EtOH
80 ],Ll HZO

10x MOPS-Puffer

20 nM MOPS

5 mM Natriumacetat

1 mM EDTA

pH 7 mit NaOH einstellen

RNA-Agarosegel (1%)

1 g Agarose

74 ml H,O

10 ml MOPS-Pufter (10x)

nach Aufkochen auf ca. 60°C abkiihlen
lassen

16 ml Formaldehyd (37%)

RNA-Laufpuffer

100 ml MOPS-Puffer (10x)
100 ml Formaldehyd (37%)
800 ml H,O

RNA-Probenpuffer

50% Formamid
6,5% Formaldehyd
1x MOPS-Puffer
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2.1.7. Enzyme

Enzym Hersteller

Eag1 New England Biolabs, Frankfurt
Fermentas, St. Leon-Rot

Hha 1 New England Biolabs, Frankfurt
Fermentas, St. Leon-Rot

Kpn'1 New England Biolabs, Frankfurt

FEco52 1 Fermentas, St. Leon-Rot

2.1.8. Antikorper

Antikorper Antigen Hersteller Verdiinnung
6F/3D Al Dako 1:1000

ATS Tau Innogenetics 1:2000
2.1.9. Verwendete Kits

Kit Hersteller

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden

innuPREP DNA Mini Kit Analytik Jena, Jena

cDNA Archive Kit Applied Biosystems, Darmstadt

Big Dye Terminator vl.1

Sequencing Kit

Cycle

Applied Biosystems, Darmstadt

MinElute PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden
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2.1.10. Verwendete Software

Software Hersteller

Primer Express Applied Biosystems, Darmstadt
7500 ABI Real Time Applied Biosystems, Darmstadt
Sequencher GenCode, USA

SAS 9.1 SAS Institut, USA

SPSS 14.0.1 SPSS Inc, USA

2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. DNA-Arbeitstechniken

2.2.1.1.1. DNA-Isolierung aus gefrorenem Hirngewebe

15 mg gefrorenes Hirngewebe wurde mit 500 ul Lysepuffer und 25 pl Proteinase K
versetzt und fiir mehrere Stunden bei 56°C schiittelnd inkubiert. Das Lysat wurde mit 350
ul Isopropanol gut gemischt und anschlieBend bei 20 000 x g fiir 20 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das DANN-enthaltende Pellet mit 1 ml EtOH gewaschen
und weitere 10 min bei 20 000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet
in 200 pl Puffer AL resuspendiert und weiter nach Herstellerangaben mit dem DNA Mini
Kit (Qiagen) isoliert.

2.2.1.1.2. DNA-Isolierung aus Formalin-fixiertem Hirngewebe

Das in Paraffin eingebettetes Material wurde in ca. 5 pm dicke Scheiben geschnitten, mit
1200 pl Xylol versetzt und 15 min bei 56°C schiittelnd inkubiert. Das geloste Paraffin
wurde durch Zentrifugieren fiir 5 min bei 20 000 x g entfernt. Um ggf. noch vorhandenes
Paraffin zu entfernen, wurde das Gewebe erneut mit 1200 pl Xylol fiir 10 min bei 56°C
inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (20 000 x g, 5 min). Das Gewebe wurde 2x mit



35

1000 pl EtOH (100%) gewaschen (5 min, 20 000 x g). Das Pellet wurde getrocknet (10
min bei 50°C), mit 400 pl Lyse-Puffer TLS und Proteinase K versetzt oder mit 180 pl
Puffer ATL und Proteinase K versetzt, resuspendiert und weiter mit dem innuPREP DNA
Mini Kit (Analytik Jena) bzw. DNA Mini Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert.

2.2.1.1.3. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Proben wurden photometrisch bei 260 und 280 nm vermessen. Eine optische
Dichte OD,s0=1,0 entspricht einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml. Das Verhéltnis
OD260/ OD2go, das Aufschluss tiber die Reinheit der gemessenen Nukleinsdure gibt, sollte

zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.2.1.1.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde fiir die Amplifikation der HtrA1l- und APOE-Fragmente eingesetzt, die
weiter mit RFLP analysiert wurden. Als Template wurde 50 ng DNA eingesetzt, die
Zyklenzahl und Annealing- Temperaturen wurden an die verwendeten Primer angepasst
und optimiert.
Fiir die HtrA1-PCR mit der DNA, die aus Leukozyten gewonnen wurde, wurde folgender
Ansatz verwendet:

1 ul DNA (50 ng/ul)

3 ul Buffer (10x)

250 uM dNTPs

600 nM sense Primer (HtrA1l1 s oder HtrA112 s)

600 nM antisense Primer (HtrA1l1_as oder HtrA112_as)

1 U Taq Polymerase

5% DMSO

ad 30 pul H,O

oder
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1 ul DNA (50 ng/pl)

600 nM sense Primer (HtrA1l1 s oder HtrA 112 s)

600 nM antisense Primer (HtrA1l1 as oder HtrA112 as)
15 pl Taq PCR Master Mix

ad 30 pul H,O
Fiir die PCR wurde folgendes Protokoll verwendet:
1. Initiale Inkubation: 95°C fiir 5 min
2. Denaturierung: 94°C fiir 30 sec
3. Annealing: 52°C fiir 30 sec
4. Elongation: 72°C fiir 45 sec
5. Wiederholung der Schritte 2-4 fiir 35 Zyklen

Fiir die HtrA1-PCR mit DNA, die aus Formalin-fixiertem Material isoliert wurde, wurde
folgender Ansatz verwendet:
1 pl DNA (50 ng/ul)
600 nM sense Primer (HtrAlkl s oder HtrA1k2 s)
600 nM antisense Primer (HtrA1kl as oder HtrA1k2 as)
20 pl Taq PCR Master Mix
ad 40 pl H,O
Fiir die PCR wurde folgendes Protokoll verwendet:
1. Initiale Inkubation: 95°C fiir 5 min
Denaturierung: 95°C fiir 30 sec
Annealing: 70-1°C fiir 30 sec
Elongation: 72°C fiir 40 sec
Wiederholung der Schritte 2-4 fiir 15 Zyklen
Denaturierung: 95°C fiir 30 sec
Annealing: 55°C fiir 30 sec
Elongation: 70°C fiir 30 sec
Wiederholung der Schritte 6-8 fiir 30 Zyklen
10. 72°C fur 10 min

A e R i

Fir die Amplifikation von APOE-Fragmenten wurden zwei PCR mit unterschiedlichen
Primer durchgefiihrt, die mittels RFLP zur Unterscheidung der APOE €2, €3 oder &4

fithren. Folgender Ansatz wurde verwendet:
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1 ul DNA (50 ng/pl)

600 nM sense Primer (APOE12 s oder APOE34 s)

600 nM antisense Primer (APOE12_as oder APOE34 as)
20 pl Taq PCR Master Mix

Fiir die APOE12-PCR wurde folgendes Protokoll verwendet:
1. Initiale Inkubation: 94°C fiir 5 min

2 Denaturierung: 94°C fiir 30 sec

3 Annealing: 58°C fiir 30 sec

4. Elongation: 72°C fiir 90 sec

5 Wiederholung der Schritte 2-4 fiir 35 Zyklen
6 72°C fur 10 min

Fiir die APOE34-PCR wurde folgendes Protokoll verwendet:
1 Initiale Inkubation: 94°C fiir 5 min

2 Denaturierung: 94°C fiir 30 sec

3 Annealing: 60°C fiir 30 sec

4. Elongation: 72°C fiir 90 sec

5 Wiederholung der Schritte 2-4 fiir 35 Zyklen
6 72°C fiir 10 min

Die PCR-Produkte wurden anschlieend in einem 1,5%-igen Agarosegel aufgetrennt.

2.2.1.1.5. DNA-Agarosegelelektrophorese

Die DNA-Fragmente wurden nach ihrem Molekulargewicht elektrophoretisch fiir
analytische Zwecke aufgetrennt. Dazu wurde 1,5%-, 3%- oder 5%-ige Agarose-Losung in
TBE Puffer (0,5 x) angesetzt, in der Mikrowelle bis zur vollstdndigen Losung aufgekocht
(2-3 min) und in eine abgedichtete Horizontalkammer mit eingesetztem Kamm gegossen.
Aufzutragende Proben wurden mit 6x Auftragspuffer versetzt und schlieBlich bei 10-15
V/em fiir 20-30 min aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel in einem
Ethidiumbromidbad (1 pg/ml Ethidiumbromid in H,O) fiir 30 min gefiarbt und unter UV-
Licht analysiert.
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2.2.1.1.6. Restriktionsfragmentléingenpolymorphismus (RFLP)

Die unterschiedlichen Genotypen der HtrAl oder APOE Gene wurden mittels RFLP
untersucht, indem die amplifizierten DNA-Fragmente mit einem Restriktionsenzym (Eag
I oder Eco52 1 fir HtrAl, Hha 1 fiir APOE) verdaut wurden, das nur eines der beiden
Allele schneidet.

Folgende Ansitze wurden verwendet:

HtrA1-Verdau APOE-Verdau

10 ul PCR-Produkt 10 pl PCR-Produkt

5 U Enzym Eag I oder Eco52 1 5 U Enzym Hha |

2 ul Puffer 3 2 ul Puffer 4 (10 x)
2 ul BSA (10x)

7,5 ul H,O 5,5 ul H,O

Der Verdau erfolgte bei 37°C fiir mindestens 1-3 h und wurde bei 65°C fiir 20 min
abgestoppt. Die Restriktionsfragmente wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.
Anhand der FragmentgroBen konnten die vom Enzym geschnittenen, bzw. nicht

geschnittenen Fragmente identifiziert werden.

2.2.1.1.7. Sequenzanalyse der PCR-Produkte

Die Sequenzanalyse des PCR-Amplifikats diente hier zur Genotypbestimmung des SNP
rs11200638, der durch RFLP-Analyse nicht moglich war. Zu Beginn wurde das PCR-
Produkt aufgereinigt, um die im Reaktionsansatz enthaltenen Komponenten wie die Taqg-
Polymerase, die dNTPs, den Puffer und die Primer zu entfernen. Im Anschluss daran fand
ein Cycle Sequencing statt. Bei dieser Methode handelt es sich um die Didesoxymethode
nach Sanger (Sanger, et al., 1977), auch als Kettenabbruch-Synthese bezeichnet.
Ausgehend von einem kurzen Abschnitt bekannter Sequenz, dem Primer, wird durch die
DNA-Polymerase einer der beiden komplementdren DNA-Stringe verldngert. Anders als
bei der PCR wird nur ein Primer eingesetzt, so dass die DNA nur linear amplifiziert wird.
Zunichst wird die DNA-Doppelhelix durch Erwidrmung denaturiert, worauthin

Einzelstrange fiir das weitere Vorgehen zur Verfligung stehen.
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Hier werden mit Fluoreszenz-Farbstoffen markierte Didesoxynukleosidtriphosphate
(ddNTP) eingesetzt. Jedes der vier ddNTPs ist mit einem unterschiedlichen Farbstoff
gekoppelt. Diese "Kettenabbruch-ddNTPs" besitzen keine 3'-Hydroxygruppe: Werden sie
in den neu synthetisierten Strang eingebaut, ist eine DNA-Verldngerung durch eine DNA-
Polymerase nicht mehr moglich, da die OH-Gruppe am 3'-C Atom fiir die Verkniipfung
mit der Phosphatgruppe des nidchsten Nukleotids fehlt. Die entstehenden
Kettenabbruchprodukte wurden anschlieBend mit Ethanol ausgefillt, dann mittels
Kapillar-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe von Laserlicht zur Fluoreszenz
angeregt. Die ddNTPs am Ende jedes DNA-Fragmentes zeigten dadurch Fluoreszenz
unterschiedlicher Farbe und konnten so von einem Detektor erkannt werden. Die Abfolge
der Farbsignale, die am Detektor erschienen, gab direkt die Sequenz der Basen des
sequenzierten DNA-Stranges wieder. Die erhaltenen DNA-Sequenzen wurden mit den
Daten von GenBank (National Center of Biotechnology Information;
www.ncbi.nlm.nih.gov) verglichen.

Aufreinigung: Das PCR-Produkt wurde mittels MinElute® PCR Purification Kit (Qiagen)
nach Herstellerangaben aufgereinigt. Das aufgereinigte PCR-Produkt konnte fiir das
Cycle Sequencing eingesetzt werden.

Cycle Sequencing: Fiir die Cycle-Sequenzreaktion wurde das Big Dye Terminator vI.1
Cycle Sequencing Kit von Applied Biosystems verwendet. Da die Reaktion mit einem
Primer ablduft, wurde fiir eine Probe zwei Ansétze erstellt: ein Ansatz enthielt den sense-

und ein Ansatz den antisense-Primer aus der PCR. Dieser enthielt folgende

Komponenten:
10,8 pul H,O
2,0 ul Sequenzier-Mix
3,0 ul 5x Puffer
1,0 pl PCR-Produkt (aufgereinigt)

1,0 ul Primer (1 pmol/pl)
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Das Programm fiir das Cycle-Sequencing:
96°C1°C/sec

96°C fiir 10 sec

50°C1°C/sec

50°Cfir 5 sec

60°C 1°C/sec

60°C fiir 2 min

Wiederholung der Schritte 1-6 fiir 25 Zyklen

N kR

Produktféllung durch Ethanol: Die entstandenen Kettenabbruchprodukte wurden mit 340
pl Fallungsreagenz versetzt. Nach anschlieBendem Vortexen wurde die Probe 15 min im
Dunkeln inkubiert. Nachdem der Ansatz fiir 30 min bei 20000 x g zentrifugiert wurde,
wurde zum Waschen des Pellets 400 pl EtOH (70%) hinzugegeben. Nach Zentrifugation
(15 min, 20000 x g) wurde der Uberstand abgesaugt und der Ansatz fiir 10 min bei 37°C
mit geéffnetem Deckel inkubiert, damit das restliche EtOH verdunsten kann.

Sequenzanalyse: Fiir die Analyse der Sequenzen wurde die Probe mit 20 pl HiDi™
Formamid (Applied Biosystems, Darmstadt) versetzt, vorsichtig gevortext und kurz
zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Losung komplett in das Sequenziergefd3 (ohne
Luftblasen) tiberfithrt, in den Sequenzierautomaten (Applied Biosystems, Darmstadt)
gestellt und der Lauf gestartet. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Sequencher
und die sich daraus ergebende Sequenzen wurden mit den Daten von GenBank verglichen

(NM_002775).

2.2.1.1.8. Real-Time PCR

Die Real-Time PCR wurde zur quantitativen Analyse von HtrAl und AICD genutzt. Als
Referenzgen diente das ,.house-keeping™ Gen GAPDH. Alle Analysen wurden mit Sybr
Green (Applied Biosystems, Darmstadt) als Fluorophor durchgefiihrt. Da diese Methode
sehr sensitiv ist, wurde die eingesetzte cDNA 1:2 bis 1:4 mit H,O verdiinnt. Ein typischer

Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:
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1 ul cDNA
4,5 uM Primer sense
4,5 uM Primer antisense

7,5 ul Sybr Green Master-Mix (2x)

4,5 ul H,O
Die Reaktionsbedingungen waren:
1. Initiale Inkubation: 50°C fiir 2 min
2. Enzymaktivierung: 95°C fiir 10 min
3. Denaturierung: 95°C fiir 15 sec
4. Annealing und Elongation: 60°C fiir 60 sec
5. Wiederholung Schritte 3 und 4 fiir 40 Zyklen

Die Real-Time PCR Analysen wurden stets als Triplikate durchgefiihrt.

Die Auswertung der Real-Time PCR Daten erfolgte nach der AACt Methode. Zunéchst
wurde fiir jede Analyse eine Basislinie festgelegt, durch die das Grundrauschen der
Analyse minimiert wird. Daraufhin wurde ein Schwellenwert der Fluoreszenzintensitét
festgelegt, bei dem die Analyse durchgefiihrt werden sollte. Der Schwellenwert wurde so
definiert, dass alle Proben der Analyse in der exponentiellen Phase der Amplifikation
ausgewertet werden konnten. In der exponentiellen Phase ist die PCR nicht durch Mangel
an Matrize, Primer oder Enzym limitiert. Dann wurde fiir jede Probe der dem
Schwellenwert zugehorige Ct Wert bestimmt und mit dem Ct Wert der GAPDH Analyse
verrechnet (ACt= Ctgen — Ctgappn). Dies wurde in Analogie fiir die Kontrolle berechnet,
bzw. fiir die nicht-induzierten Zellklone. Aus den so erhaltenen beiden dCt Werten wurde
die Differenz gerechnet (z.B. AACt= ACkontrole — ACtap). Der AACt Wert in Potenz zur
Basis 2 ergab schlielich den Regulationsfaktor. Bei einer Hochregulation des Gens ist
dieser bei der angegebenen Berechnung >1, ist das Gen herunterreguliert, ist der

Regulationsfaktor <1.
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2.2.1.2. RNA-Arbeitstechniken

2.2.1.2.1. Isolierung von Gesamt-RNA und ¢cDNA Synthese

15 mg Gewebe aus dem frontalen Kortex wurden in 350 pul RLT Puffer (RNeasy Mini
Kit, Qiagen) auf Eis mit dem Ultra-Turrax homogenisiert. Fiir die Isolierung der Gesamt-
RNA aus Zellen wurden 3*10° Zellen in 350 pl RLT Puffer (RNeasy Mini Kit, Qiagen)
resuspendiert und mehrmals mit der Pipette lysiert. Anschlieend wurde die Gesamt-RNA
aus Kortex oder kultivierten Zellen mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben isoliert.

Isolierte RNA wurde mit dem cDNA Archive Kit (Applied Biosystems) in cDNA
umgeschrieben, wobei 1 pg (cerebrales Gewebe) bzw. 250 ng (Zelllinien) Gesamt-RNA

eingesetzt wurde.

2.2.1.2.2. RNA-Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Proben wurden photometrisch bei 260 und 280 nm vermessen. Eine optische
Dichte ODy40=1,0 entspricht einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml. Das Verhéltnis
OD»60/ODyg9, welches Aufschluss iiber die Reinheit der gemessenen Nukleinsdure gibt,

sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.2.1.2.3. RNA-Qualititskontrolle

Einzelstringige RNA kann Sekundérstrukturen ausbilden, die zu unberechenbaren
Anderungen des Laufverhaltens im elektrischen Feld fiihren kénnen. Um das zu
verhindern, wurde die RNA unter denaturierenden Bedingungen im RNA-Agarosegel
aufgetrennt. Die RNA-Probe wurde mit 2,5x RNA-Probenpuffer versetzt und 5 min bei
60°C denaturiert. AnschlieBend wurde die Probe mit Auftragspuffer markiert, auf das
RNA-Agarosegel aufgetragen und fiir ca. 1h bei 100 V getrennt. Nach der Elektrophorese
wurde das Gel in einem Ethidiumbromidbad (1 pg/ml Ethidiumbromid in H,O) fiir 30
min gefirbt und unter UV-Licht analysiert.
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2.2.2. Zellbiologische Techniken

Alle Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C unter 5% CO, Atmosphére und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. Das Kulturmedium RPMI1640 wurde mit
10% Kaélberserum, 100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin versetzt. Das Serum

wurde vor der Verwendung fiir 30 min bei 56°C inaktiviert.

2.2.2.1. Humane Zelllinien

Fir die Untersuchungen der HtrAl-Expression in Abhingigkeit von AICD wurde die
humane SHEP-SF Zelllinie verwendet. Die Zellen wurden ca. jeden 3.-4. Tag 1:4
subkultiviert.

2.2.2.2. Subkultivierung von adhéirent wachsenden Zellen

Fir die Subkultivierung von adhirent wachsenden Zellen wurde das alte Medium
abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin/EDTA fiir 2-3 min bei
37°C inkubiert. Sobald sich die Zellen von der Kulturschale gelost hatten, wurden sie in
frischem Medium aufgenommen, in ein 15 ml Rohrchen tiberfiihrt und fiir 5 min bei 500
x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml frischem
Medium resuspendiert. Ein Aliquot dieser Losung oder eine definierte zuvor bestimmte
Zellzahl wurde subkultiviert.

Fir die Induktion von AICD wurden stabil transfizierte SHEP-SF nach einem
Waschprotokoll behandelt. Die sich im reprimierten Zustand befindende Zellen wurden
2x mit PBS gewaschen, trypsiniert und auf zwei Kulturschalen in Medium mit und ohne
Doxyzyklin umgesetzt. Nach 3h wurde erneut mit PBS gewaschen. Sowohl nach 24h, als
auch nach 48h wurden die Zellen erneut 2x mit PBS gewaschen. 48h nach der Induktion
wurden die Zellen in entsprechendes frisches Medium (mit und ohne Doxyzyklin)
umgesetzt. Nach 72h wurden die Zellen in 12h Zeitabstdnden fiir die RNA-Isolierung
geerntet: die Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen, trypsiniert und fiir 5 min bei 500 x g
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet bei -80°C aufbewahrt oder in

entsprechenden Puffer fiir die RNA-Extraktion aufgenommen.
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2.2.2.3. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Dazu wurde aus einer
Zellsuspension ein Aliquot (10 pl) entnommen, auf die Zahlkammer tiberfiihrt und unter
dem Mikroskop ausgezéhlt. Die Zellzahl pro ml errechnet sich aus der Anzahl der Zellen
eines GroBquadrats (16 Kleinquadrate, was 1 ml entspricht) multipliziert mit 10* und dem

Verdiinnungsfaktor. Fiir jede Zellzahlbestimmung wurden vier Groquadrate ausgezihlt.

2.2.2.4. Langzeitaufbewahrung der Zellen

In Gegenwart von DMSO wurden die verwendeten Zellen eingefroren und iiber lingere
Zeit in flissigem Stickstoff gelagert. Zellsuspensionen wurden dazu pelletiert, in ihrem
Wachstumsmedium mit 10% DMSO resuspendiert und in Kryorohrchen iiberfiihrt. Die
Kryor6hrchen wurden in einer mit Isopropanol gefiillten Kryobox bei —80°C eingefroren.
Das Isopropanol bewirkt ein langsames Herunterkiihlen der Zellsuspension (ca. 1°C pro
min). Nach einem Tag bei —80°C wurden die Kryor6hrchen in fliissigem Stickstoft (-
196°C) uberfiihrt.

2.2.2.5. Auftauen von tiefgefrorenen Zellen

Kryokonservierte Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in ein 15 ml
Rohrchen, in welches zuvor frisches Medium vorgelegt wurde, tiberfithrt. Die Suspension
wurde 5 min bei 500 x g pelletiert und anschlieBend das DMSO-haltige Medium
abgesaugt. Die Zellen wurden in Kulturmedium resuspendiert und anschlieend in einer

Kulturflasche im Brutschrank inkubiert.
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2.2.3. In situ Nachweis und Quantifizierung der Plaques und neurofibrilliren

Tangles

Der Nachweis der Plaques und NFTs wurde an immunhistochemisch gefirbten
Paraffinschnitten des frontalen und temporalen Kortex durchgefiihrt. Die Plaques wurden
mittels AB und die NFTs durch Tau-Féarbung detektiert. Die Tau-positiven Plaques
wurden als neuritische Plaques definiert und konnten von den diffusen Plaques
unterschieden werden, bei denen kein Tau-Einschluss nachweisbar war. Die
Quantifizierung erfolgte durch die Zshlung der Plaques bzw. der NFTs per mm? in acht
Gesichtsfelder von stark betroffenen Regionen; die ermittelten Zahlen wurden weiter

statistisch evaluiert.

2.2.4. Statistische Auswertung

Morbus Alzheimer Fille und Kontrollen wurden zuerst auf Ubereinstimmung mit dem
Hardy-Weinberg Gleichgewicht (Hardy-Weinberg Equilibrium) getestet
(http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa.pl).

Das Erkrankungsalter wurde als 95% Konfidenzintervall (95% Confidence Interval, CI)
dargestellt. Die Mittelwerte der Erkrankungsalter wurden mittels Student’s Test
verglichen; im Fall von mehreren Gruppen wurde zuerst nach Bonferroni-Holm korrigiert.
Fir die Analyse des Einflusses der HfrAl- und APOE-Genotypen auf das
Erkrankungsalter wurde ein lineares Model fiir Erkrankungsalter mit Geschlecht, H#rA1-
Genotyp, APOE-Genotyp und die Interaktion zwischen HtrAl und APOE als Parametern
gerechnet.

Das Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken wurde zwischen der Alzheimer- und der
Kontrollgruppe mittels logistischer Regression Analyse ausgewertet. Die Ergebnisse der
logistischen Regression sind als Odds Ratio (OR) oder 95% CI angegeben.

Die ,,AD-freie* Zeit (die Zeit ohne Erkrankung) in den Alzheimer- und Kontrollgruppen
wurde durch die Kaplan-Meier Analyse mit Adjustierung fiir das Alter geschétzt und als
mediane ,,AD-freie” Zeit mit 95% CI dargestellt. Weiter wurde die ,,AD-freie* Zeit
mittels Cox Regression gerechnet, wobei die Interaktion zwischen dem HtrA1 rs11200638
A-Allel und dem APOE e¢4-Allel als Faktor in die Analyse miteinbezogen wurde. Die
Ergebnisse dieser Cox-Regression wurden als Hazard Ratio (HR) und 95% CI angegeben.
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Alle Hypothesen wurden anhand eines exploratorischen Datensatzes (LOAD, n=218,
EOAD, n=115) aufgestellt und in einem Bestitigungsdatensatz (LOAD, n=237, EOAD,
n=97) bestitigt. Die Hypothesen wurden zudem in dem Gesamtdatensatz (LOAD, n=455,
EOAD, n=212) verifiziert.

Die Plaquezahl wurde abhingig von dem Vorhandensein des Hfr4l A-Allels durch den
zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test analysiert. Die Zahlen der Alzheimer-assoziierten
pathologischen Verdnderungen, neuritischen Plaques und NFTs, wurden weiter
logarithmisch transformiert und mittels logistischer Regression mit Hir41 A-Allel, APOE
e4-Allel, Alter und Geschlecht als Kovariaten evaluiert.

Die Unterschiede der HtrA1-RNA-Expresison zwischen den Alzheimer- und
Kontrollgruppen wurden mit dem Student’s T-Test verglichen.

Alle statistischen Auswertungen wurden mit den Programmen SAS oder SPSS

durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

Mehrere Linkage-Untersuchungen haben eine Region auf Chromosom 10 identifiziert, die
mit dem Risiko und dem Erkrankungsbeginn des Morbus Alzheimer assoziiert ist
(Bertram, et al., 2000; Li, et al., 2002). Daher wird vermutet, dass in dieser Region Gene
lokalisiert sind, die sowohl das Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken (Bertram, et
al., 2000; Myers, et al., 2000), als auch das Erkrankungsalter (Li, et al., 2002)
modifizieren. In der fiir Morbus Alzheimer relevanten Region 10q21-10g26 befindet sich
das Gen HtrAl. Interessanterweise befindet sich in der Promoterregion des HtrAl Gens
ein SNP (rs11200638), welcher mit dem Risiko an altersbedingter Makuladegeneration
(AMD) zu erkranken assoziiert ist (Dewan, et al., 2006; Yang, et al., 2006). Aufgrund
gemeinsamer pathologischer Charakteristika von Morbus Alzheimer und AMD
(Hageman, et al., 2001; Johnson, et al., 2002; Johnson, et al., 2001; Luibl, et al., 2006)
wird in dieser Arbeit die Hypothese untersucht, ob der SNP rs11200638 in der
Promoterregion des HtrAl Gens mit dem Erkrankungsrisiko und dem Erkrankungsalter
bei Morbus Alzheimer oder mit pathologischen Alzheimer-Verdnderungen assoziiert ist.
Da APOE der bisher einzige bestétigte Risikofaktor fiir Morbus Alzheimer ist (Saunders,
et al.,, 1993a; Strittmatter, et al., 1993), der auch den Erkrankungsbeginn modifiziert
(Corder, et al., 1993), wurde der APOE-Genotyp in die Analysen miteinbezogen, um
Interaktionen zu kontrollieren.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit konzentrieren sich auf sporadische LOAD Fille
(Erkrankungsalter > 65 Jahre), die die Mehrheit der betroffenen Patienten reprisentieren.
Zudem sind bei sporadischen Alzheimer Féllen, anders als bei familidren Fillen, die

genetischen Einfliisse komplex, da mehrere Gene gleiche Effekte besitzen konnen.

3.1. Der HtrAl1 Promoter SNP rs11200638 modifiziert das Erkrankungsalter von
Morbus Alzheimer mit spitem Erkrankungsbeginn (LOAD)

Mittels RFLP-Analyse wurden die HtrAI- (Abb. 6A) und APOE-Genotypen (Abb. 6B
und Abb. 6C) an 667 Alzheimer Patienten und 161 Kontrollen bestimmt. Von allen Fillen
waren Informationen zu Erkrankungsalter, Untersuchungsalter und Geschlecht vorhanden.
Zunichst wurde untersucht, ob der H#r4I-Genotyp das Erkrankungsalter von Morbus

Alzheimer modifiziert.
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Abb. 6: Restriktionsverdau der HtrAl und APOE PCR-Fragmente. Die PCR-Produkte
wurden mit Hilfe der Restriktionsenzyme Eagl und Hhal verdaut und die entstandenen Fragmente
wurden im Agarosegel aufgetrennt. A. Differenzierung der Htr41-Genotypen; Spur 1: HirA1-AA
(385 bp), Spur 2: HtrA1-AG (385 bp, 246 bp, 139 bp), Spur 3: HirA1-GG (246 bp, 139 bp), Spur
4: Marker. B. Diskriminierung zwischen APOE €2- und APOE €3-Allel; Spur 1: APOE €3/€3 (48
bp), Spur 2: APOE €2/€3 (72 bp, 48 bp), Spur 3: Marker. C. Differenzierung der APOE €3- und
APOE €4-Allele; Spur 1: APOE €4/e4 (72 bp), Spur 2: APOE €3/4 (91 bp, 72 bp), Spur 3: APOE
€3/€3 (91 bp), Spur 4: Marker.

Als Grundvoraussetzung wurde gepriift, ob sich die Genotypfrequenzen von HtrAl in der
erwarteten binomischen Héufigkeit des Hardy-Weinberg Gleichgewicht befinden. Dabei
zeigte sich, dass sich die Genotypverteilung des HtrAl Promoter SNP rs11200638 im
Hardy-Weinberg Gleichgewicht befindet (Tabelle 2).

Tabelle 2: Berechnung der Genotypfrequenzen nach Hardy-Weinberg Gleichgewicht im
LOAD Datensatz

Tatsdchliche
Verteilung Erwartete Verteilung | Abweichung |  Chi-
Anzahl | Prozent (Prozent) Quadrat
GG 301 0,662 0,67
HtrAl- AG 143 0,314 0,30 0.012 0.211
Genotyp | AA 11 0,024 0,03

Danach wurde der Einfluss des SNP rs11200638 auf den Erkrankungsbeginn bei LOAD
Féllen untersucht. In dem exploratorischen Datensatz (n=218) zeigte sich, dass Patienten

mit mindestens einem Htr4I-A Allel ein signifikant fritheres Erkrankungsalter (um 3
Jahre) als Patienten mit H#r41-GG Genotyp aufweisen (p<0,0002) (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Das Erkrankungsalter fiir sporadische LOAD Fille im Exploratorischen,

Bestiitigungs- und Gesamt-Datensatz.

Standardabweichung angegeben.

Das

Erkrankungsalter ist als

Mittelwert mit

HtrAl- n Erkrankungsalter p-Wert
Genotyp
Exploratorischer GG 138 74,5 £ 6,1 <0,0002
Datensatz AG/AA 80 71,5+4.)5
Bestdtigungs- GG 163 744+53 <0,001
Datensatz AG/AA 74 72,0+53
Gesamt- GG 301 74,4+ 5,6 <0,0001
Datensatz AG/AA 154 71,7+ 4,9

Ein gleichartiger Effekt des H#rAl-Genotyps auf das Erkrankungsalter war im
Bestdtigungsdatensatz (n=237) zu erkennen (Tabelle 3); Triager des HtrAI-AG/AA
Genotyps erkranken 2,4 Jahre frither als Trager des Htr41-GG Genotyps (p<0,001). Die

Kumulation der zwei Datensétze zu einem gesamten LOAD Kollektiv (n=455) bestétigt

den im exploratorischen Datensatz beobachteten Effekt, dass Trager des HrA1-AG/AA

Genotyps signifikant frither erkranken als Patienten mit dem H#r41-GG Genotyp (2,7
Jahre) (p<0,0001) (Tabelle 3, Abb. 7). Die Frage, ob die Modifizierung des
Erkrankungsalters durch den HfrAl Promoter SNP rs11200638 einem Gen-Dosis Effekt

unterliegt, konnte aufgrund der geringen Anzahl von HtrAI-AA Triagern (n=11) nicht

geklart werden.
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Abb. 7: Der HtrA1-Genotyp modifiziert das Erkrankungsalter bei LOAD. Die Unterschiede
des Erkrankungsalters, die dem Htr41-A Allel zugeordnet sind, wurden mit Hilfe des Student’s T-
Test untersucht. Das Erkrankungsalter ist als Mittelwert mit 95% CI dargestellt.

Als nichstes wurde mit Hilfe eines Kaplan-Meier Modells abgeschitzt, welchen Einfluss
der HtrAI1-Genotyp auf die Zeit bis zum Erkrankungsbeginn besitzt. Eine Zensur der
,LAD-freien Zeit (Jahre ohne Erkrankung) erfolgte mit Kontrollindividuen, die in Bezug
auf Alter und Geschlecht den AD Patienten glichen. In dem gesamten LOAD Kollektiv ist
das geschitzte Erkrankungsalter von HtrA1-AG/AA Patienten signifikant niedriger als das
der HtrA1-GG Trager (p<0,0001) (Abb. 8). Die Median-Analyse zeigte, dass 50% der
HtrA1-AG/AA Patienten vor dem 73. Lebensjahr an AD erkranken (95% CI: 71,8-74,2),
wihrend 50% der HtrA1-GG Patienten vor dem 75. Lebensjahr AD entwickeln (95% CI:
74,3-75,7).

Umgekehrt sind z.B. bis zum Alter von 75 Jahren 44% der HtrAI-GG Patienten an
Morbus Alzheimer erkrankt, wahrend 61% der HtrA1-AG/AA Tréger bis zu diesem Alter
erkrankt sind.
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Abb. 8: Kaplan-Meier Kurven zur Darstellung des Effektes der Hfr41-Genotypen auf das
Erkrankungsalter. Die geschitzte Zeit bis zum Erkrankungsbeginn ist fiir Kontrollindividuen
zensiert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Htr4Al SNP rs11200638 das Erkrankungsalter von

sporadischem Morbus Alzheimer mit spiatem Erkrankungsbeginn signifikant modifiziert.

3.2. Der HtrAI Promoter SNP 1rs11200638 hat keinen Effekt auf das
Erkrankungsalter des Morbus Alzheimer mit frithem Erkrankungsbeginn (EOAD)

Da tiblicherweise bei genetischen Studien die untersuchten Alzheimer Patienten in LOAD
und EOAD eingeteilt werden, wurde als néchstes der Einfluss des HfrAl Promoter SNP
rs11200638 auf das Erkrankungsalter bei EOAD untersucht. Die Abgrenzung zwischen
LOAD und EOAD wurde in unserem Kollektiv bei 65 Jahren gesetzt (EOAD <65 Jahre),
da auch der Einfluss des APOE g4-Allel auf das Erkrankungsalter und auf das Risiko an
Morbus Alzheimer zu erkranken nur bei LOAD relevant ist.

In dem exploratorischen Datensatz (n=115) weisen die HtrA1-AG/AA Triger mit 57,1 +
5,3 Jahren ein Erkrankungsalter auf, das sich nicht signifikant von dem der HtrA1-GG
Patienten (57,9 + 4,6 Jahre) unterscheidet (p=0,40) (Tabelle 4). Ebenso war kein
signifikanter Unterschied zwischen dem Erkrankungsalter der HtrA1-AG/AA und HtrAl-
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GG Individuen in dem Bestitigungsdatensatz (n=97) festzustellen (p=0,60). Auch in dem
gesamten Datensatz zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem
Erkrankungsalter der Patienten mit Htr4A1-AG/AA Genotyp (57,8 + 4,8 Jahre) und dem
der HirA1-GG Tréger (58,3 +4,5) (p=0,39).

Tabelle 4: Das Erkrankungsalter fir EOAD im Exploratorischen, Bestiitigungs- und
Gesamt-Datensatz. Das Erkrankungsalter ist als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben.

HtrAl- n Erkrankungsalter p-Wert
Genotyp
Exploratorischer GG 79 57,9+4,6 0,40
Datensatz AG/AA 36 57,1+£5,3
Bestatigungs- GG 60 58,9+4,4 0,60
Datensatz AG/AA 37 58,4+4,2
Gesamt- GG 139 58,3+4,5 0,39
Datensatz AG/AA 73 57,8+4,8

3.3. Der HtrAl Promoter SNP rs11200638 ist nicht mit dem Risiko an Morbus

Alzheimer zu erkranken assoziiert

In zahlreichen Linkage-Untersuchungen wird eine Assoziation der Region 10q21-10q25
mit dem Risiko fiir Morbus Alzheimer (Bertram, et al., 2000; Myers, et al., 2000)
beschrieben. Der HtrAl Promoter SNP rs11200638 liegt in unmittelbarer Ndhe dieser
Region auf dem chromosomalen Abschnitt 10q26. Daher wurde zunichst untersucht, ob
auch der SNP rs11200638 mit dem Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken assoziiert
ist. Die Verteilung der HfrA1-Genotypen wurde bei AD Patienten und geschlechts- und
altersgleichen Kontrollindividuen in Bezug auf den HrA41-Genotyp verglichen. Auch hier
wurde zwischen LOAD und EOAD unterschieden (Abb. 9).
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Abb. 9: HtrA1-Genotypverteilung bei LOAD, EOAD und Kontrollindividuen.

In dem LOAD Kollektiv zeigte sich, dass der HrAl SNP rs11200638 das Risiko an
Morbus Alzheimer zu erkranken nicht beeinflusst (p=0,57); die Genotypverteilung
zwischen Alzheimer Patienten und Kontrollindividuen unterscheidet sich nicht (Abb. 9).
Auch die EOAD Fille zeigen im Vergleich zu Alters- und Geschlechts-angeglichenen
Kontrollindividuen = (n=40) keinen  signifikanten = Unterschied der HrAl-
Genotypverteilung (p=0,95) (Abb. 9).

Der HtrAl Promoter SNP rs11200638 ist weder bei LOAD noch bei EOAD mit dem

Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken assoziiert.

3.4. Die Effekte des HtrAI Promoter SNP rs11200638 und des APOE-Genotyps auf

das Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer

Wie bereits erwihnt, ist APOE bisher das einzige Gen, das als Risikofaktor fiir Morbus
Alzheimer in zahlreichen Studien bestdtigt werden konnte und zudem das
Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer modifiziert. Daher miissen alle weiteren
genetischen Faktoren auch in Abhédngigkeit des APOE-Status untersucht werden. Um zu
verhindern, dass unsere Ergebnisse auf dem ,,4POE-Hintergrund® beruhen, wurde der

APOE Genotyp in die statistischen Auswertungen einbezogen.
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3.4.1. Der APOE-Genotyp ist in unserem Kollektiv mit dem Risiko an Morbus
Alzheimer zu erkranken assoziiert und modifiziert das Erkrankungsalter von

Morbus Alzheimer

Zundchst wurde gepriift, ob die in der Literatur beschriebenen Effekte des APOE-
Genotyps bei Morbus Alzheimer auch in unserem Kollektiv bestétigt werden konnen.

Da das APOE g€2-Allel auf das Erkrankungsalter keinen wesentlichen Einfluss hat
(Corder, et al., 1994), wurden fiir die statistischen Auswertungen APOE €2 und APOE €3
zusammen betrachtet. Als APOE-Status wurde zwischen APOE e4-negativ und APOE €4-
positiv unterschieden, wobei APOE e4-negative Patienten APOE €2- und/oder APOE &3-
Trager sind und die APOE e4-positiven Individuen mindestens ein APOE e4-Allel
besitzen.

Im LOAD Datensatz weisen die APOE e4-positiven Alzheimer Patienten ein signifikant
niedriges Erkrankungsalter fiir Morbus Alzheimer (72,6 Jahre, 95% CI: 72,0-73,2;
p<0,0001) verglichen zu den APOE e4-negativen Patienten (74,7 Jahre, 95% CI: 73,9-
75,6; p<0,0001) auf. Zudem ist das Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken bei APOE
e4-Tragern signifikant erhoht (Odds Ratio (OR): 5,7; 95% CI: 3,5-9,2; p<0,0001). Diese
Ergebnisse bestétigen, dass das in dieser Arbeit untersuchte Alzheimer-Kollektiv den in

der Literatur beschriebenen Daten entspricht (Strittmatter and Roses, 1995).

3.4.2. Der HtrAl Promoter SNP rs11200638 und der 4APOE-Genotyp besitzen

additive Effekte auf das Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer

Da die Wirkung des Htrdl- und des APOE-Genotyps auf das Erkrankungsalter des
Morbus Alzheimer bisher in getrennten Analysen untersucht wurde, ergab sich die
Fragestellung, ob die zwei genetischen Faktoren additive Effekte auf das
Erkrankungsalter besitzen. Um die Effekte der zwei Gene auf das Erkrankungsalter des
Morbus Alzheimer zu untersuchen, wurden die Verinderungen des Erkrankungsalters
abhingig von HtrAI- und APOE-Genotyp in dem LOAD Datensatz analysiert. Hierfiir
wurde der LOAD Datensatz in APOE e4-negative und APOE €4-positive Individuen
stratifiziert. Unter den APOE e4-negativen Patienten weisen die HtrAI-AG/AA Triger
(n=65) ein 3,1 Jahre fritheres Erkrankungsalter im Vergleich zu den HtrA1-GG Trigern
(n=122) auf (p=0,002) (Abb. 10). Auch in der Gruppe der APOE e4-positiven Individuen
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zeigen die Patienten mit HtrA1-AG/AA Genotyp (n=89) mit 2,4 Jahren ein signifikant
fritheres Erkrankungsalter als die Htr4A1-GG Triger (n=173) (p=0,001).
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Abb. 10: Der Einfluss des HfrAI1- und des APOE-Genotyps auf das Erkrankungsalter des
Morbus Alzheimer. Dargestellt sind die Mittelwerte des Erkrankungsalters mit 95% CI. Die
Mittelwerte der vier Gruppen wurden mittels Student’s-T-Test verglichen; aufgrund multipler
Testung wurden die p-Werte nach Bonferroni-Holm adjustiert.

Wird der Datensatz nach HrrA1-Status stratifiziert, bestétigen sich die APOE Effekte auf
den Erkrankungsbeginn: bei den H#r41-GG Patienten ist das Erkrankungsalter der APOE
e4-positiven Trager 2,4 Jahre niedriger als bei den APOE e4-negativen Individuen
(p=0,001). Bei Patienten mit HtrAI-AG/AA genotypischem Hintergrund zeigt das
Vorhandensein eines APOE e4-Allels keinen signifikanten Effekt auf das
Erkrankungsalter (p=0,07). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der HtrA1-Genotyp
unabhingig von APOE das Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer modifiziert.
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3.4.3. Der HtrAI Promoter SNP rs11200638 und der APOE-Genotyp besitzen in der
Kaplan-Meier Darstellung additive Effekte auf das Erkrankungsalter von Morbus

Alzheimer

Mittels Kaplan-Meier Analyse wurde die ,,AD-freie* Zeit (Jahre bis zur Erkrankung) bei
LOAD ermittelt, wobei Kontrollindividuen in die Analyse miteinbezogen wurden. 50%
der Patienten mit genotypischer Kombination HrAI-AG/AA + APOE e4-positiv
erkranken vor dem 71. Lebensjahr (95% CI: 69,8-72,2) an Morbus Alzheimer, wihrend
50% der Patienten mit der genotypischen Kombination HtrAI-AG/AA + APOE &4-
negativ oder HtrA1-GG + APOE &4-positiv vor dem 74. Lebensjahr erkranken (95% CI:
73,2-74,8); den spétesten Erkrankungsbeginn mit 78 Jahren zeigen Patienten mit der
Kombination Htr41-GG + APOE e4-negativ (95% CI: 76,3-79,7) (Abb. 11).
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Abb. 11: HtrAI- und APOE-Genotyp haben additive Effekte auf das Erkrankungsalter bei
LOAD. Die Kaplan-Meier Darstellung zeigt die kumulativen Effekte der HtrAl- und APOE-
Genotypen auf den Erkrankungsbeginn.
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Andersherum betrachtet zeigte sich, dass bei 75 jdhrigen Patienten nur 30% die
Genotypkombination HtrA1-GG + APOE e4-negativ besitzen; hingegen sind 54% der
Patienten mit der Genotypkombination Hr41-AG/AA + APOE e4-negativ erkrankt. Der
starkste Effekt ist bei den Individuen mit HtrAI-AG/AA + APOE &g4-positiv
genotypischer Kombination zu beobachten, von denen 69% bis 75 Jahren an Morbus
Alzheimer erkrankt sind. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die HfrAI- und
APOE-Genotypen additive Effekte auf das Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer

besitzen.

3.4.4. Der HtrA1 Promoter SNP rs11200638 und der 4APOE-Genotyp modifizieren

das Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer unabhiingig voneinander

Fiir eine weitere Untersuchung der Effekte von Htr4l- und APOE-Genotypen auf das
Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer wurde ein lineares Model verwendet, in dem
neben HirAl, APOE und Geschlecht, auch die Interaktion zwischen den zwei Genotypen
beriicksichtigt wurde. Hiermit konnte gezeigt werden, dass sowohl HfrA1 (p<0,0001) als
auch APOE (p<0,0001), aber nicht deren Interaktion (p=0,55), das Erkrankungsalter des
Morbus Alzheimer signifikant modifizieren.

AnschlieBend wurde untersucht, ob die unabhédngigen Variablen Htr41, APOE und die
Interaktion dieser zwei Genotypen den Erkrankungsbeginn des Morbus Alzheimer
beeinflussen, wenn Kontrollindividuen in die Analyse miteinbezogen werden. Die Cox
Regression zeigte, dass HtrAl (Hazard Ratio HR 1,6; 95% CI: 1,2-2,1; p=0,005) und
APOE (HR 2,1; 95% CI: 1,6-2,6; p<0,0001) einen signifikanten Einfluss auf den
Erkrankungsbeginn haben; wieder hat die Interaktion zwischen H#rA1 und APOE keinen
signifikanten Effekt auf das Erkrankungsalter des Morbus Alzheimer (HR 0,9; 95% CI:
0,6-1,3; p=0,44).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse von 3.4.2., 3.4.3. und 3.4.4. dass der HirAl
Promoter SNP 1rs11200638 und der APOE-Genotyp einen voneinander unabhéngigen
Einfluss auf das Erkrankungsalter besitzen und deren Effekte sich addieren (Abb.10,
Abb.11).
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3.5. Untersuchung der pathologischen Charakteristika von Morbus Alzheimer in

Abhiingigkeit des HtrAI-Genotyps

Um die funktionelle Bedeutung des HtrAl Promoter SNP rs11200638 bei Morbus
Alzheimer zu untersuchen, wurde sein Einfluss auf die neuropathologischen
Charakteristika des Morbus Alzheimer analysiert. Mittels immunhistochemischer
Farbungen fiir AB und Tau im frontalen und temporalen Kortex von 30 LOAD Patienten
wurden diffuse Plaques, neuritische Plaques und neurofibrilldre Tangles quantifiziert. Die
Quantifizierung erfolgte mit Hilfe einer Computer-basierten Image-Analyse.

Die Zahl der neuritischen Plaques ist im frontalen Hirngewebe von HfrA1-AG Individuen
(11,3; 95% CI: 6,5-16,1; n=13) im Vergleich zu HtrA1-GG Patienten (4,1; 95% CI: 2,5-
5,6; n=17) signifikant erhoht (p=0,001) (Abb.12). Auch im temporalen Kortex weisen die
HitrA1-AG Patienten eine signifikant erhohte Anzahl der neuritischen Plaques (13,7; 95%
CIL 8,4-19,1) im Vergleich zu den H#r41-GG Triagern (5,8; 95% CI: 3,2-8,5) (p=0,001)

auf.

Zahl der neuritischen Plaques im frontalen Kortex von
Alzheimer Patienten
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Abb. 12: Der Einfluss des HtrA1-Genotyps auf die Zahl neuritischer Plaques im frontalen
Kortex von Alzheimer Patienten. Die Anzahl der neuritischen Plaques wurde mit dem
zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test verglichen und als Mittelwerte mit 95% CI dargestellt.

Zudem ist die Zahl der NFT-enthaltenden Neurone im frontalen Kortex bei Patienten mit
HtrA1-AG Genotyp (17,4; 95% CI: 13,2-21,5) signifikant hoher als bei Individuen mit
HtrA1-GG Genotyp (11,4; 95%CI: 8,6-14,2) (p=0,009) (Abb. 13). Auch im temporalen
Kortex haben die HtrA1-AG Tréger eine erhohte Zahl NFT-enthaltender Neurone (23,9;
95% CI: 14,7-33,2) verglichen zu HtrAI-GG Patienten (14,7; 95% CI. 12,2-17,1)
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(p=0,04). Die Quantifizierung diffuser Plaques zeigte, dass der HfrAl Promoter SNP
rs11200638 keinen signifikanten Effekt auf die Zahl diffuser Plaques besitzt (frontal,
p=0,77; temporal, p=0,98).

Zabhl der neurofibrilliren Tangles im frontalen Kortex von
Alzheimer Patienten
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Abb. 13: Der Einfluss des HtrAI-Genotyps auf die Zahl neurofibrillirer Tangles im
frontalen Kortex von Alzheimer Patienten. Die Anzahl neuritischer Plaques wurde mit dem

zweiseitigen Mann-Whitney-U-Test verglichen und als Mittelwerte mit 95% CI dargestellt.

Da APOE nicht nur das Risiko und das Erkrankungsalter des Morbus Alzheimer, sondern
auch die Plaquepathologie modifiziert, wurde des Weiteren der Effekt des HtrAl-
Genotyps auf die Zahl der neuritischen Plaques und der neurofibrilliren Tangles in
Abhingigkeit des 4APOE-Status untersucht.

Mittels linearer Regression wurde unter Einschluss von HirAl, APOE, Alter und
Geschlecht gezeigt, dass der Htr41-Genotyp einen signifikanten Einfluss auf die Zahl der
neuritischen Plaques im frontalen (p=0,004) und temporalen (p=0,002) Kortex besitzt.
Auch der APOE g4-Status beeinflusst die Zahl der neuritischen Plaques (frontal: p=0,02;
temporal: p=0,002).

Hiermit konnte gezeigt werden, dass der Htr4l Promoter SNP rs11200638 die Zahl
neuritischer Plaques und NFTs im frontalen und temporalen Kortex von Alzheimer
Patienten signifikant modifiziert. Dagegen hat der HtrA1-Genotyp, anders als der APOE-
Genotyp, keinen signifikanten Einfluss auf die Zahl diffuser Plaques.
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3.6. Vergleichende Analyse der HtrAl1-RNA-Expression in Hirngewebe von

Alzheimer Patienten und Kontrollen

Um die funktionelle Rolle von HtrAl bei Morbus Alzheimer weiter zu untersuchen,
wurde die HtrAI1-RNA-Expression in nativer grauer Hirnsubstanz von Alzheimer
Patienten und Kontrollen untersucht. RNA wurde aus dem frontalen Kortex von
Alzheimer Féllen und Kontrollen isoliert. Das Ausmall der RNA-Degradation infolge
unterschiedlicher post-mortem Zeiten wurde mittels Formaldehyd-Gelelektrophorese
beurteilt. Nur Proben, die keine oder niedrige Degradation aufwiesen wurden in cDNA
umgeschrieben und mittels Real-Time PCR analysiert (AD: n=8, Kontrollen: n=10). Die
Mittelwerte der ermittelten AACt-Werte jeder Gruppe (AD bzw. Kontrollen) wurden nach
der Methode von Livak und Schmittgen (Livak and Schmittgen, 2001) miteinander
verglichen. Die Expression von HtrA1-RNA war in Alzheimer Gehirnen im Vergleich zu

Kontrollen 2,4-fach erhoht (p=0,001) (Abb. 14).

HtrA1-RNA-Expression

n-fach

Kontrollen AD

Abb. 14: HtrA1-RNA-Expression in Hirngewebe von Alzheimer Patienten und Kontroll-
Fillen. Die RNA-Expression wurde mittels Real-Time PCR im frontalen Kortex untersucht und
nach der AACt Methode berechnet. Dargestellt ist der Regulationsfaktor (bei Kontrollen =1) und
die Standardabweichung.
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3.7. Die HtrAl-Expression ist in AICD-iiberexprimierenden Neuroblastom-Zellen

erhoht

In fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass die intrazelluldire Doméne des APP eine
Rolle bei der Genregulation spielen kann (Cao and Sudhof, 2001; Lahiri, et al., 2002).
Allerdings ist noch weitgehend unklar, welche Gene durch den AICD-Fe65-Tip60
Komplex reguliert werden. Da AICD gleichzeitig mit AB wihrend der proteolytischen
Spaltung von APP entsteht, ist anzunehmen, dass eine erhohte AB-Produktion auch einen
erhohten AICD-Spiegel bewirkt. Somit konnte AICD an der Regulation von Genen
beteiligt sein, die am Abbau von tiberschiissigem AB-Peptid beteiligt sind.

Um die Frage zu untersuchen, ob AICD die HtrAl-Expression modifiziert, wurden
AICD-iiberexprimierende Neuroblastom-Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
analysiert. Dafiir wurden etablierte induzierbare SHEP-SF Zellen verwendet (Muller, et
al., 2007). Nach dem Waschen der Zellen und Kultivierung in Doxyzyklin-freiem
Medium beginnen diese Zellen das ektopisch inserierte pAICD-EGFP zu exprimieren.
Von induzierten und zugehorigen nicht-induzierten Zellen wurde in Zeitabstdnden von
12h die RNA isoliert und anschlieBend cDNA hergestellt. Mittels Real-Time PCR wurde
die Expression von AICD und HtrAl ermittelt (Abb. 15). Die Expression von HtrAl
steigt mit der Expression von AICD und erreicht das hochste Niveau nach 84h (3,18-
fach). Zu diesem Zeitpunkt wird auch AICD am hochsten exprimiert (34,6-fach). Nach
84h fillt die Expression von AICD und HtrAl in &hnlichem Muster ab.
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Abb. 15: HtrAl-Expression in AICD-iiberexprimierenden Neuroblastom-Zellen. Real-Time
PCR Analyse der HtrAl- und AICD-RNA in Neuroblastom-Zellen (SHEP-SF). Die Expression
von AICD (A) und HtrA1 (B) wurde nach der AACt Methode berechnet (Regulationsfaktor: bei
nicht-induzierten Zellen =1, Standardabweichung).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass HtrAl eines der AICD-abhingig regulierten
Gene ist; ob die HtrA1-Expression direkt von AICD induziert wird oder ob noch andere

Gene zwischengeschaltet sind, ldsst sich in dem vorliegenden Experiment nicht klaren.
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4. Diskussion

4.1. Relevanz des HtrA1 Promoter SNP rs11200638 fiir das Erkrankungsalter des

Morbus Alzheimer

Morbus Alzheimer ist eine Krankheit, dessen Hauptrisikofaktor das Alter ist. Im Zentrum
zahlreicher Untersuchungen zur Genetik des Morbus Alzheimer stand bisher das
Erkrankungsrisiko (Egensperger, et al., 1997; Kamboh, et al., 1995; Li, et al., 2007;
Pericak-Vance, et al., 1991; Strittmatter, et al., 1993), wihrend dem Erkrankungsalter
wenig Aufmerksamkeit gewidmet wurde (Bertram, et al., 2000; Li, et al., 2007; Li, et al.,
2003; Li, et al., 2002). Ein Hinauszogern des Erkrankungsbeginns des Morbus Alzheimer
wire von sozialem und wirtschaftlichem Interesse, da eine Verschiebung des
Erkrankungsbeginns um 5 Jahre letztlich die Privalenz halbieren wiirde.

Zwei genetische Studien haben eine Linkage-Region auf Chromosom 10 (10g21-10g25)
identifiziert, die mit dem Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer assoziiert ist (Bertram,
et al., 2000; Li, et al., 2002). In dieser Region befindet sich unter anderem das Htr41 Gen.
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der HtrAl Promoter SNP rs11200638 mit
dem Erkrankungsalter des Morbus Alzheimer assoziiert ist; Individuen mit dem HtrA -
AG/AA Genotyp erkranken im Durchschnitt 2,7 Jahre frither an Morbus Alzheimer als
HtrA1-GG Tréger. Die Tatsache, dass der Htr4A1-AG/AA Genotyp in einer kaukasischen
Population mit 30% reprasentiert ist, unterstreicht die Bedeutung des SNP rs11200638 fiir
die Atiologie des Morbus Alzheimer.

Da HtrAl in der Linkage-Region fiir das Erkrankungsalter lokalisiert ist, wurde auch in
fritheren Studien untersucht, ob Polymorphismen dieses Gens das Erkrankungsalter
modifizieren konnen. In einer Studie (Li, et al., 2003) wurden mehrere SNPs im HrrAl
Gen untersucht, die moglicherweise einen Effekt auf das Erkrankungsalter von Morbus
Alzheimer besitzen. Zwei SNPs, 1s2268349 und rs2250511, befanden sich in starkem
Linkage-Disequilibrium und zudem zeigte der SNP rs2293871 einen signifikanten Effekt
in einem orthogonalen Modell, der sich in einem anderen statistischen Modell jedoch
nicht bestdtigte. Diese Ergebnisse wurden dahingehend interpretiert, dass keiner der
genannten SNPs das Erkrankungsalter des Morbus Alzheimer relevant modifiziert (Li, et
al., 2003). Anders als in der vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchungen von Li et al.
(Li, et al., 2003) an Alzheimer Fillen mit familidrem Hintergrund durchgefiihrt und der
Datensatz wurde nicht in EOAD und LOAD stratifiziert (das Erkrankungsalter lag
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zwischen 40 und 97 Jahren). Eine weitere Studie (Ozturk, et al., 2005) konnte keinen
signifikanten Effekt des SNP rs2293871 auf das Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer
feststellen. Im Gegensatz zu Li et al. (Li, et al., 2003) wurde bei Ozturk et al. (Ozturk, et
al., 2005) die untersuchte Gruppe in EOAD und LOAD stratifiziert, wobei der LOAD
Datensatz Patienten mit Erkrankungsalter >60 Jahre umfasste. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Abgrenzung zwischen EOAD und LOAD bei 65 Jahren gew#hlt (EOAD <65
Jahre, LOAD >65 Jahre), da der APOE-Status erst nach dem 65. Lebensjahr das
Erkrankungsalter des Morbus Alzheimer deutlich modifiziert (Strittmatter and Roses,
1995) und klassischerweise AD ab 65 Jahre als LOAD eingestuft wird (Bertram, et al.,
2007). Da die Effekte des SNP 1s2293871 auf den Erkrankungsbeginn von Morbus
Alzheimer umstritten sind, ist dieser SNP moglicherweise weiter entfernt von einem
tatsdchlich funktionellen SNP. Im Gegensatz dazu hat der HtrAI Promoter SNP
rs11200638 einen signifikanten Effekt auf das Erkrankungsalter in unseren Datensitzen;
hierfiir wéren zwei Erkldrungen plausibel: entweder ist der SNP rs11200638 relativ nah
an einem noch nicht identifizierten, fiir die Verdnderungen des Erkrankungsalters
verantwortlichen SNP lokalisiert, oder der SNP rs11200638 ist tatsdchlich der
funktionelle SNP in der chromosomalen Region 10g25-10q26.

Die Funktionalitit des SNP rs11200638 wurde schon in fritheren Studien getestet. Es
wurde gezeigt, dass in humanen cervikalen Karzinomzellen (HeLa) zwei
Transkriptionsfaktoren, das Adaptor-Related Protein Complex 2a (AP2a) und der Serum
Response Factor (SRF) im Bereich des HtrAl Promoter SNPs rs11200638 binden
(Dewan, et al., 2006). Zudem zeigte sich in einem Luziferase-Assay, dass der HtrA1-AA
Genotyp eine tendenziell hohere Luziferase-Expression als der HtrAI-GG Genotyp
induziert (Dewan, et al., 2006). Dies impliziert, dass der SNP rs11200638 funktionell
relevant ist.

HtrAl ist nicht das einzige Gen, welches in der Linkage-Region fiir den
Erkrankungsbeginn lokalisiert ist. Auch GSTO! und GSTO2 zdhlen zu den
Kandidatengenen dieser Region. Mehrere SNPs dieser Gene wurden daraufhin getestet,
ob sie das Erkrankungsalter des Morbus Alzheimer modifizieren. In einem Studiendesign
mit Alzheimer Féllen, die einen familidren Hintergrund haben, bewirken zwei SNPs der
Gene GSTOI (1s4925) bzw. GSTO2 (rs2297235) eine signifikante Verdnderung des
Erkrankungsalters (Li, et al., 2003; Li, et al., 2006). Werden diese SNPs in einem anderen
Studiendesign mit LOAD Fillen untersucht, ist dagegen kein signifikanter Effekt auf den
Erkrankungsbeginn feststellbar (Ozturk, et al., 2005). Ahnlich wie im Fall des HtrA1 SNP
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rs2293871 ist es denkbar, dass die widerspriichlichen Ergebnisse auf den
unterschiedlichen Studiendesigns beruhen.

Ein anderes funktionelles Kandidatengen, das den Erkrankungsbeginn modifizieren kann,
ist das Plasminogen Activator Urokinase Gen (PLAU), welches nicht in der Linkage-
Region fiir das Erkrankungsalter, sondern unter einem Linkage-Peak fiir das Risiko an
Morbus Alzheimer zu erkranken auf Chromosom 10 lokalisiert ist (Kamboh, 2004). In
einer Studie von Ozturk et al. konnten zwei PLAU Polymorphismen beschrieben werden
(rs2227571 und rs4065), die ein signifikant fritheres Erkrankungsalter (um 1 Jahr) bei
sporadischen LOAD Fillen bewirken (Ozturk, et al., 2007). Der Effekt der zwei PLAU
SNPs auf das Erkrankungsalter in der Studie von Ozturk et al. (Ozturk, et al., 2007) ist
kleiner als der Effekt des Hfr4A1 Promoter SNP rs11200638 in unserer Analyse; ein Grund
dafiir konnte die Lokalisierung des 1s2227571 bzw. rs4065 auf Chromosom 10 sein, da
diese zwei SNPs weiter entfernt von der Linkage-Region fiir das Erkrankungsalter sind
und moglicherweise deren Einfluss auf das Erkrankungsalter des Morbus Alzheimer nicht
direkt ist.

Nachdem APOE derzeit das einzige in zahlreichen Studien bestdtigte Gen ist, welches
eine Verdnderung des Erkrankungsalters des Morbus Alzheimer bewirkt (Corder, et al.,
1994; Corder, et al., 1993; Farrer, et al., 1997), ist zu fordern, dass bei genetischen
Studien zum Erkrankungsalter des Morbus Alzheimer der APOE-Status beriicksichtigt

wird.

4.2. HtrAI und APOE modifizieren das Erkrankungsalter des Morbus Alzheimer mit
additiven und unabhiingigen Effekten

Da APOE das Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer bekanntermaBen modifiziert
(Corder, et al., 1994; Corder, et al., 1993) wurde des Weiteren untersucht, ob der Effekt
des HtrAIl Promoter SNP rs11200638 auf das Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer
durch den APOE-Status beeinflusst wird. Nach der Stratifizierung des untersuchten
Datensatzes nach Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein des APOE e4-Allels blieb der
Einfluss des SNP rs11200638 auf das Erkrankungsalter signifikant. Sowohl bei APOE €4-
negativen als auch bei APOE e4-positiven Alzheimer Patienten bewirkte das HirAl A-
Allel einen iiber 2 Jahre fritheren Erkrankungsbeginn des Morbus Alzheimer. Der

Einfluss beider Gene auf das Erkrankungsalter addiert sich, indem Individuen mit
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rezessiven Allelen in beiden Loci um 4,8 Jahre frither als Trdager der dominanten Allele
des HtrAI- und des APOE Gens erkranken. Zudem wurde sowohl in einem linearen
Modell als auch in der Cox-Regression gezeigt, dass die HtrA- und APOE-Genotypen sich
gegenseitig nicht beeinflussen; die einzelnen Effekte bleiben signifikant, unabhéngig vom
Vorhandensein des anderen Genotyps. Zudem besitzt die Interaktion zwischen den zwei
Genotypen keinen signifikanten Einfluss auf das Erkrankungsalter von Morbus
Alzheimer. Aufgrund der Tatsache, dass der Htr41-Genotyp einen vom APOE-Genotyp
unabhédngigen Effekt auf den Erkrankungsbeginn von Morbus Alzheimer besitzt, kann
HtrAl neben APOE als zweiter pradiktiver Indikator des Erkrankungsbeginns von
Morbus Alzheimer bezeichnet werden.

Derzeit existieren nur wenige Studien, die den genetischen Einfluss auf das
Erkrankungsalter des Morbus Alzheimer untersucht haben (Kolsch, et al., 2004; Li, et al.,
2003; Li, et al., 2002; Li, et al., 2006; Ozturk, et al., 2005; Ozturk, et al., 2007). Da APOE
als modifizierender Faktor fiir das Erkrankungsalter in zahlreichen Untersuchungen
bestdtigt wurde, miissen die Effekte neuer Gene in Abhédngigkeit des 4APOE-Status
getestet werden. In dieser Hinsicht wurde in der Region 10921-10g25 nur das Gen
GSTOI untersucht. Von Li et al. (Li, et al., 2003) wurde in einem Monks-Kaplan Modell
gezeigt, dass GSTOI! das Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer unabhéngig vom
APOE-Status modifiziert; ob die Effekte dieser zwei Faktoren additiv sind, wurde in

dieser Studie jedoch nicht untersucht.

4.3. Der HtrAI1 Promoter SNP rs11200638 ist nicht mit dem Risiko an Morbus

Alzheimer zu erkranken assoziiert

Um die genetische Bedeutung des Htr4Al Promoter SNP rs11200638 fiir Morbus
Alzheimer ndher zu untersuchen, wurde untersucht, ob dieser SNP mit dem Risiko an
Morbus Alzheimer zu erkranken assoziiert ist. In dem hier untersuchten LOAD Datensatz
wies der HirAl Promoter SNP rs11200638, anders als APOE, keine Assoziation mit dem
Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken auf. Dies deutet darauf hin, dass HrAl
offensichtlich kein ursdchlicher Faktor fiir Morbus Alzheimer ist, aber durch seinen
Effekt auf den Erkrankungsbeginn den Verlauf der Krankheit beschleunigen kann.

Vermutlich modifiziert HtrAl die Krankheit nicht primér, sondern kommt erst zur
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Wirkung, wenn die Krankheit durch andere pathogenetische Mechanismen angesto3en
wurde.

Bisher konzentrieren sich die meisten genetischen Studien darauf, Risikofaktoren fiir
Morbus Alzheimer zu untersuchen. Jedoch ist das APOE Gen nach wie vor der einzige
genetische Risikofaktor, der etabliert ist. Zu den kontrovers diskutierten Genen, die das
Erkrankungsrisiko fiir Morbus Alzheimer erhohen, zéhlt uv.a. das Insulin Degrading
Enzyme (IDE), welches auf der chromosomalen Region 10q23 lokalisiert ist. Diese
Region ist mit erhohten ABs; Mengen im Plasma und mit dem Erkrankungsrisiko fiir
Morbus Alzheimer assoziiert (Ertekin-Taner et al., 2004). Da IDE AB degradieren kann
(Qiu, et al., 1998), besitzt IDE eine besondere pathogenetische Relevanz fiir den Verlauf
der Krankheit. Auch PLAU reprisentiert ein Kandidatengen, das auf Chromosom 10
lokalisiert ist und AB-degradierende Funktion besitzt. Ein SNP rs2227564 des PLAU
Gens wurde in zwei unabhingigen Studien als relevant fiir das Erkrankungsrisiko fiir
Morbus Alzheimer beschrieben (Finckh, et al., 2003; Riemenschneider, et al., 2006),
wihrend eine neue Studie diesen Zusammenhang nicht bestétigen konnte (Ozturk, et al.,
2007).

Diese Ergebnisse heben die Komplexitit des Morbus Alzheimer hervor; selbst wenn die
Kenntnisse tiber Risikofaktoren wichtige Hinweise tiber die Krankheit liefern, ist die

Bedeutung des Erkrankungsbeginns nicht zu vernachlissigen.

4.4. Der HtrAl Promoter SNP rs11200638 modifiziert die charakteristischen

pathologischen Verinderungen bei Morbus Alzheimer

Nachdem der HtrAl Promoter SNP rs11200638 das Erkrankungsalter und damit den
Verlauf des Morbus Alzheimer modifiziert, stellte sich die Frage, ob der Hr41 Promoter
SNP rs11200638 von funktioneller Bedeutung ist und die pathologischen Charakteristika
des Morbus Alzheimer beeinflusst. Dies ist insbesondere vor dem Hintergrund
interessant, da HtrAl am Abbau von AB beteiligt ist, mit AB Plaques im Gehirn von
Alzheimer Patienten kolokalisiert (Grau, et al., 2005) und deshalb der AB-Abbau HtrAl-
abhingig sein konnte. Um der Frage nachzugehen, ob der neuropathologische Phénotyp
durch den HtrAI-Genotyp beeinflusst wird, wurde bei 30 Alzheimer-Fillen eine
Quantifizierung neuritischer Plaques, diffuser Plaques und neurofibrillirer Tangles

durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Anzahl neuritischer Plaques und neurofibrilldrer
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Tangles im cerebralen Kortex der Patienten mit dem H#r41-AG Genotyp im Vergleich zu
den HtrA1-GG Tragern signifikant erhoht war. Nachdem der APOE-Genotyp auch die
neuropathologischen Charakteristika des Morbus Alzheimer beeinflusst (Schmechel, et
al., 1993), wurde tiiberpriift, ob der Einfluss des Htr41-Genotyps auf diese Merkmale
bestehen bleibt, wenn der APOE-Status in die Analyse miteinbezogen wird. Mit Hilfe der
linearen Regression wurde gezeigt, dass HtrAl und APOE éhnliche Effekte auf die
neuritischen Plaques und die neurofibrilldiren Tangles in zwei untersuchten kortikalen
Arealen (frontal und temporal) aufweisen. Somit zeigen unsere Befunde zur Genotyp-
Phénotyp-Assoziation bei Morbus Alzheimer, dass der HtrAI-Genotyp diagnostisch
relevante neuropathologische Charakteristika beeinflusst, wihrend er keinen signifikanten
Effekt auf die Zahl der diffusen Plaques besitzt. Dies weist darauf hin, dass der HtrAl
Promoter SNP rs11200638 an der Entstehung der neuritischen Pathologie beteiligt ist.

Es wird angenommen, dass die Ablagerung von AB in Plaques einem dynamischen
Prozess unterliegt, bei dem AB einerseits abgelagert und zum anderen wieder abgebaut
wird (Hauw et al., 1988; Hyman et al., 1993). Bei den monogenen EOAD Fillen ist
bekannt, dass eine erhohte AB-Produktion zur abnormalen AB-Ablagerung fiihrt
(Scheuner, et al., 1996). Im Gegensatz dazu ist der Mechanismus der Plaquebildung bei
sporadischen LOAD Fillen noch ungeklért; vermutlich erfolgt die erhohte Ablagerung
durch unzureichenden AB-Abbau iiber lingere Zeit, wodurch das Gleichgewicht zwischen
AB-Bildung und -Abbau gestort wird. Bei der Bildung von AB-Plaques ist die
Beteiligung so genannter Chaperone von Bedeutung (Wisniewski and Frangione, 1992).
Diese Proteine, zu denen auch APOE gehort, begiinstigen die Bildung von B-gefaltetem
Amyloid (Golabek, et al., 1996), das wesentlicher Bestandteil neuritischer Plaques ist
(Berr, et al., 1994). Auller aggregiertem AR beinhalten neuritische Plaques Ablagerungen
hyperphosphorylierten Tau-Proteins. Da degradiertes APOE4, welches die Lipid-
Bindungsregion enthidlt, im Hirngewebe von Maiusen eine erhohte Tau-
Hyperphosphorylierung bewirkt (Harris et al., 2003), wire es vorstellbar, dass solche
APOE4-Fragmente auch im Gehirn von Alzheimer Patienten die Umwandlung diffuser
Plaques in neuritischen Plaques begiinstigen. Interessanterweise kann HtrAl sowohl
aggregiertes AB (Grau, et al., 2005) als auch APOE abbauen (personliche Mitteilung
Annette Schubert, Universitit Duisburg-Essen), so dass HtrAl iiber mehrere
Mechanismen an der Pathogenese von Morbus Alzheimer beteiligt sein konnte. Initial
konnte die Bildung der Plaques durch die Chaperon-Funktion des Proteins APOE4
begiinstigt sein und zudem durch die proteolytische Aktivitit von HtrAl vermehrt
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degradiertes APOE4 entstehen. Durch beide Mechanismen wiirde durch vermehrte
Hyperphosphorylierung von Tau die Entstehung neuritischer Plaques begiinstigt.
Andererseits konnte HtrAl das APOE4 Protein vor der Lipid-Bindungsregion
proteolysieren und somit die Bildung der APOE4-Fragmente hemmen, mit der
Konsequenz, dass weniger hyperphosphoryliertes Tau entsteht. Dadurch wire HtrAl
Bestandteil eines Mechanismus, welcher der Entstehung neuritischer Plaques entgegen
wirken wiirde.

Aus den Beobachtungen, dass der HfrAl-Genotyp die neuropathologischen
Charakteristika des Morbus Alzheimer modifiziert, vermutet man weitere funktionelle

Implikationen von HtrA1 fiir diese Krankheit.

4.5. Die HtrA1-RNA-Expression ist in Hirngewebe von Alzheimer Patienten im

Vergleich zu Kontrollen erhiht

Um die funktionelle Bedeutung von HtrA1 bei Morbus Alzheimer ndher zu untersuchen,
wurde die HtrA1-RNA-Expression bei Alzheimer Patienten und Kontrollen quantifiziert.
Es zeigte sich, dass die Expression von HtrA1-RNA bei Alzheimer Patienten im
Vergleich zu Kontrollen erhoht ist. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen im
Gegensatz zu den Beobachtungen einer anderen Studie, die mittels Affimetrix Gene Chip
Analyse zeigte, dass die HtrA1-RNA-Expression im Gehirnen von Alzheimer Patienten
im Vergleich zu Kontrollen herunterreguliert ist (Li, et al., 2003). In der Studie von Li et
al. (Li, et al., 2003) wurden jedoch lediglich 2 Kontrollen und 6 AD Fille in die
Untersuchung eingeschlossen. Unsere Ergebnisse basieren auf 10 Kontrollen und 8 AD
Fillen.

Da Htral APP prozessieren kann (Grau, et al., 2005), konnte HtrA1 eine wichtige Rolle
bei der Entstehung von AB-Plaques zukommen. Es wére vorstellbar, dass ein
Zusammenhang zwischen der Expression dieser Protease und der Menge des
abzubauenden AR besteht. Der Abbau tiberschiissigen 3-Amyloids aus dem Gehirn kann
durch mehrere Mechanismen erfolgen; durch Sezernierung in das Blut iiber die Blut-Hirn-
Schranke (Zlokovic, 2004), durch Mediatoren-vermittelte Endozytose (Zlokovic, 2004)
oder liber Degradierung durch proteolytische Enzyme (Selkoe, 2001). Mehrere Proteasen
wie Insulin Degrading Enzyme (IDE)(Qiu, et al., 1998; Sudoh, et al., 2002), das Plasmin-
System (PLAU) (Riemenschneider, et al., 2006; Tucker, et al., 2000), Neprilysin (Hama,



70

et al., 2004; Iwata, et al., 2001) und seit kurzer Zeit HtrA1 (Grau, et al., 2005) sind fiir
ihre AB-degradierende Funktion bekannt. IDE kann 16sliches, monomeres und
intrazelluldres AB4 abbauen (Farris, et al., 2003; Morelli, et al., 2003; Qiu, et al., 1998;
Sudoh, et al., 2002), wihrend PLAU aggregiertes AB degradieren kann (Tucker, et al.,
2000). Neprilysin spielt eine entscheidende Rolle beim Abbau von AB4; (Iwata, et al.,
2000) und interessanterweise ist dieses Enzym in Hirnregionen lokalisiert, die besonders
vulnerabel fiir Morbus Alzheimer sind (Yasojima, et al., 2001). Offensichtlich iiben diese
Enzyme ihre AB-abbauende Aktivitdt in unterschiedlichen Stadien der Krankheit aus.
Wihrend IDE und Neprilysin (Yan, et al., 2006) eher eine Funktion in frithen Stadien der
Entwicklung des Morbus Alzheimer besitzen, ist PLAU an der Degradierung von
extrazelluldrem oder bereits aggregiertem AfB beteiligt. Eine neue Studie hat gezeigt, dass
die ex vivo Zufuhr von Neprilysin in einem Alzheimer Mausmodell AB Ablagerungen
vermindert (Hemming, et al., 2007). Da die Expression (Yasojima, et al., 2001) und die
Aktivitdt (Miners, et al., 2006) von Neprilysin in Hirngewebe von Alzheimer Patienten im
Vergleich zu Kontrollen herunterreguliert ist, konnte ein niedriger Neprilysin-Spiegel fiir
den unzureichenden AB-Abbau und die konsekutiv erhohte AB-Ablagerung
mitverantwortlich sein.

Nachdem auch HtrAl aggregiertes A abbauen kann (Grau, et al., 2005) und HtrAl in
Hirngewebe von Alzheimer Patienten sowohl auf RNA-Ebene (vorliegende Ergebnisse)
als auch auf Protein-Ebene (personliche Mitteilung Annette Schubert, Universitit
Duisburg-Essen) im Vergleich zu Kontrollen erhoht ist, ldsst sich vermuten, dass HtrAl
in spdteren Stadien der Krankheit aktiviert wird und bereits abgelagertes AR proteolysiert.
Analog konnten iiberschiissige AB Mengen, die auf physiologischem Wege nicht mehr
abgebaut werden konnen, als diffuse Plaques akkumulieren und bei der Umwandlung zu
neuritischen Plaques zusitzliche Signalwege aktivieren, die eine erhohte HtrAl-
Expression induzieren. Da der Htr41 Promoter SNP rs11200638 die Zahl der neuritischen
Plaques und der neurofibrilldren Tangles modifiziert, wére es nahe liegend zu vermuten,
dass die HtrAl-Expression abhingig vom HrrAI-Genotyp reguliert wird; niedrigere
HtrA1 Proteinmengen wiirden eine langsamere AB-Degradation bewirken und somit wire
eine Entstehung neuritischer Plaques bei Patienten mit dem HtrAI-AG Genotyp
begiinstigt. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Hypothese untersucht, ob der
HtrA41-Genotyp die HtrA1-RNA-Expression modifiziert. Aufgrund der niedrigen Anzahl
der Individuen mit dem HtrAI-Genotyp war jedoch nur ein Trend erkennbar;

Kontrollindividuen mit HtrAI-AG Genotyp wiesen im Gehirn eine niedrigere HtrAl-
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RNA-Expression auf als HtrA1-GG Trager. Anders als in der vorliegenden Arbeit zeigte
eine Studie von Yang et al. (Yang, et al., 2006), dass die HtrAI-RNA- und Protein-
Expression in retinalem Pigment Epithel bei Tragern des HrA1 AA-Genotyps verglichen
zu HirA1-GG Tragern signifikant erhoht war (Yang, et al., 2006). Die unterschiedlichen
Tendenzen konnen darauf beruhen, dass die Anzahl der bei Yang et al. (Yang, et al.,
2006) untersuchten Individuen gering war (HtrA1-GG: n=3; HtrAI-AA: n=4); zudem
waren die Individuen mit HrAI-AA Genotyp an altersbedingter Makuladegeneration
erkrankt, wéhrend die drei HirA1-GG Triger Kontrollpersonen waren. Fiir eine korrekte
Analyse des Zusammenhanges zwischen HrAI-Genotyp und HtrA1-RNA-Expression
sollten Kontrollen und Patienten mit gleichem pathologischen Hintergrund untersucht
werden, da bei diesen Krankheiten Mechanismen aktiviert werden konnten, welche die

Aggregation von A3 und/oder den Abbau von aggregiertem AR erzielen.

4.6. Ist HtrA1 ein AICD-abhéngig reguliertes Gen?

Das Amyloid Precursor Protein ist bei sporadischen und familidren Formen des Morbus
Alzheimer von zentraler pathophysiologischer Bedeutung, da infolge amyloidogener
APP-Prozessierung toxisches AB entsteht (Hartley, et al., 1999). Der nach amyloidogener
APP-Prozessierung ebenfalls entstehenden intrazelluliren Domine des APP (AICD)
wurde hingegen erst in letzter Zeit Aufmerksamkeit geschenkt (Cao and Sudhof, 2001).
AICD kann entweder iiber das Proteasom oder IDE sehr schnell abgebaut werden oder in
den Zellkern translozieren und die Genexpression regulieren (Kimberly, et al., 2001;
Lahiri, et al., 2002). Geht man davon aus, dass AICD bei erhohter AB Produktion
vermehrt entsteht, so konnte das transaktivierende Potential von AICD von
entscheidender pathophysiologischer Bedeutung fiir AD sein, da durch AICD das
Genexpressionsmuster der Zelle verdndert werden konnte.

Deshalb haben wir in einem Zellkulturmodell untersucht, ob AICD die RNA-Expression
von HtrA1 modifiziert. In Neuroblastom-Zellen, die AICD stabil iiberexprimieren, wurde
ein Anstieg der HtrA1-RNA-Expression beobachtet, der mit der RNA-Expression von
AICD einherging. Dies fiihrte zu der Vermutung, dass HtrAl ein direkt oder indirekt
AICD-abhingig reguliertes Gen ist. Interessanterweise ist auch die Neprilysin-Expression
und -Aktivitdt in AICD-iiberexprimierenden Zellen erhoht (Pardossi-Piquard, et al.,
2005). Da AICD in Zellkulturmodellen die Expression von zwei verschiedenen AB-
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abbauenden Proteasen erhoht, wire es vorstellbar, dass die AICD-Aktivitit einen
regulatorischen Mechanismus der Zelle darstellt, um toxisches AB-Peptid abzubauen. Da
in unserem Zellkulturmodell die HtrAl- und die AICD-Expression einem dhnlichen
chronologischen Muster folgen, ist eine direkte Induktion der HtrA1l-Expression durch

AICD vorstellbar.
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4.7. Ausblick

Als zentrales Ergebnis der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der HrAl
Promoter SNP rs11200638 das Erkrankungsalter von Alzheimer Patienten deutscher
Herkunft unabhidngig vom APOE-Status modifiziert. Nach kiirzlich formulierten
Konsensuskriterien sind Ergebnisse einer Assoziationsstudie durch Replikationsstudien zu
bestdtigen (Chanock, et al., 2007). Dementsprechend sollte unsere Studie sowohl nach
einem moglichst dhnlichen Studiendesign, als auch an Fillen mit anderem ethnischen
Hintergrund repliziert werden (Chanock, et al., 2007). Sollten unsere Ergebnisse bestétigt
werden, wiirde dies die Bedeutung des Htr4l Promoter SNP rs11200638 fiir Morbus
Alzheimer bestdrken. Dariiber hinaus ist nach weiteren funktionellen Loci im HtrAl Gen
zu suchen, die sich in starkem Linkage-Disequilibrium mit dem SNP rs11200638 finden,
das Erkrankungsalter des Morbus Alzheimer modifizieren und dadurch relevant sein
konnten.

Als wichtige Folgerung dieser Arbeit ist fiir zukiinftige Arbeiten zum Erkrankungsalter
des Morbus Alzheimer zu fordern, dass der APOE-Status beriicksichtigt wird.

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass der HtrAl Promoter SNP
rs11200638 die Zahl neuritischer Plaques und neurofibrilldrer Tangles in Hirngewebe von
Alzheimer Patienten modifiziert. Um den Zusammenhang zwischen HtrA1 Genstatus und
Alzheimerscher Pathologie experimentell zu untersuchen, sollte ein Tiermodell durch
Kreuzung von HtrA1-Knockout Mausen mit APP-transgenen Médusen generiert werden.
Mit Hilfe dieses Tiermodells lieBe sich die Hypothese untersuchen, ob HtrAl die A
Spiegel und A Ablagerungen beeinflusst. Als weiterer Schritt konnte ein Tiermodell
entwickelt werden, bei dem APP-transgene Miduse mit Méusen gekreuzt werden, die
unterschiedliche Genotypen des HtrA1 Promoter SNP rs11200638 besitzen. Damit konnte
man herausfinden, ob der HtrAl SNP funktionell relevant ist und #hnlich wie bei
Alzheimer Patienten die Plaque Pathologie modifiziert.

Als weitere Frage ergibt sich aus der vorliegenden Arbeit, ob der Hfr4A1 Promoter SNP
rs11200638 die HtrA1-Expression modifiziert. Um diese Frage zu beantworten, sollten in
neuronalen Zellen die drei Genotypen des HtrAl Promoter SNP rs11200638 durch
Vektoren eingebracht und anschlieBend die HtrAl-Expression auf Protein- und RNA-
Ebene quantifiziert werden.

Das AB-abbauende Potential von HtrAl sollte nidher untersucht werden, indem die AB-

Mengen in neuronalen Zellen mit herunterregulierter und/oder hochregulierter HtrAl-
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Expression quantifiziert werden. /n vivo konnte die AB-degradierende Wirkung von
HtrA1 mit Hilfe einer Kreuzung aus APP-transgenen Méusen und HtrA1-Knockout bzw.
HtrA1-Wildtyp Maéusen untersucht werden. Anhand solcher Analysen sollten sich
Aussagen iiber die Degradation von A3 durch HtrA1 treffen lassen.

Zudem wire es interessant zu untersuchen, durch welche Mechanismen die Expression
von HtrAl reguliert wird. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
HtrAl-Expression in AICD-iiberexprimierenden Zellen erhoht ist. In weiteren
Experimenten konnte man analysieren, ob die HtrAl-Expression bei Fehlen von AICD
herunterreguliert wird. Diese Hypothese konnte einerseits in einem Zellkultursystem
analysiert werden, in dem die AICD-Bildung z.B. durch y-Sekretase-Inhibitoren blockiert
wird. Andererseits kann AICD durch eine Mutation der Bindungsstelle fiir Fe65
funktionell inaktiviert werden. Mit Hilfe beider Ansdtze konnte man untermauern, dass

AICD die HtrA1-Expression modifizieren kann.
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5. Zusammenfassung

Morbus Alzheimer ist ein multifaktorielles Syndrom, dem genetisch heterogene
Erkrankungen zugrunde liegen. Wéhrend bei etwa 5% der Erkrankten autosomal-
dominant vererbte Gendefekte ursdchlich sind, wird fiir 95% ein komplexes
Vererbungsmuster angenommen. Neben dem mittlerweile als Suszeptibilititsgen fiir
Morbus Alzheimer etablierten Apolipoprotein E Gen wurde mit Hilfe von
Kopplungsuntersuchungen eine Region auf Chromosom 10q26 identifiziert, die das
Erkrankungsalter von Morbus Alzheimer modifiziert. Das HtrAl Gen liegt in diesem
chromosomalen Abschnitt von Chromosom 10. Kiirzlich wurde gezeigt, dass es sich bei
dem funktionellen Single Nucleotide Polymorphism (SNP) rs11200638 in der HtrAl
Promotorregion = um  einen  genetischen  Risikofaktor  fiir  altersbedingte
Makuladegeneration, eine Erkrankung, die pathophysiologische Gemeinsamkeiten mit
Morbus Alzheimer aufweist, handelt. Ziel dieser Arbeit war es, die Assoziation zwischen
dem SNP rs11200638 und dem Erkrankungsalter von Alzheimer Patienten sowie die
funktionelle Bedeutung von HtrA1 fiir Morbus Alzheimer zu untersuchen.

Die Analyse des SNP rs11200638 an 455 Alzheimer Patienten zeigte eine deutliche
Modifikation des Erkrankungsbeginns. Individuen mit dem H#rAI-AG/AA Genotyp
erkranken durchschnittlich 2,7 Jahre frither an Morbus Alzheimer als HtrA1-GG Tréger.
Zudem sind der Effekt des HfrA1 SNP rs11200638 und der etablierte Effekt des APOE
Genotyps auf das Erkrankungsalter additiv und unabhéngig voneinander. Die Ergebnisse
der genetischen Untersuchungen werden durch funktionelle Daten gestiitzt. Im Gehirn
von Alzheimer Patienten mit HtrAl A-Allel ist die Anzahl neuritischer Plaques und
neurofibrilldrer Tangles signifikant hoher als bei Htr41-GG Trigern; auch dieser Einfluss
des SNP rs11200638 ist unabhingig vom 4APOE-Status. Zudem zeigt sich in humanem
Autopsiegewebe von Alzheimer Patienten eine signifikant erhohte HtrA1-RNA-
Expression im Vergleich zu altersgleichen Kontrollen. Zellkulturexperimente lassen
vermuten, dass die HtrAl-Expression iiber ein Spaltprodukt des Amyloid Precursor
Proteins reguliert werden kann.

Unsere Ergebnisse sowie bisherige Daten, die zeigen, dass HtrA1 AR abbauen kann und
mit Alzheimerschen Plaques kolokalisiert, unterstiitzen die Hypothese, dass HtrAl eine
wichtige Rolle in der Pathogenese des Morbus Alzheimer spielt. Moglicherweise ist
HtrAl eine weitere AB-abbauende Protease, die sich als potentielles Ziel einer

therapeutischen Intervention bei Morbus Alzheimer eignen konnte.
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