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Zusammenfassung

Die Alzheimer Krankheit ist die häufigste neurodegenerative Erkrankung in den

westlichen Industrieländern und zeigt eine steigende Prävalenz mit zunehmendem Alter

(Bassiony MM et al., 2004; Bondy SC et al., 1998; Potyk D, 2005). Die histopathologischen

Merkmale dieser Erkrankung sind die Aβ-Plaques und neurofibrilläre Tangles, sowie

Neuronenverlust im Hirn der Betroffenen. Zahlreiche epidemiologische Studien weisen auf

die Wichtigkeit genetischer Faktoren hin, die zusammen mit Umwelt-, bzw.

Lebensstilfaktoren einen Beitrag zur Alzheimer Krankheit leisten. Während Punktmutationen

in drei Genen (PS1, PS2 und APP) die autosomal-dominante Form der Erkrankung schon vor

dem 60. Lebensjahr auslösen, erhöht das APOE ε4 Allel die Wahrscheinlichkeit mit

zunehmendem Alter an Alzheimer zu erkranken. Weiterhin wurden in zahlreichen genetisch-

epidemiologischen Studien signifikante Loci auf den chromosomalen Regionen 10q22-24 und

12p13-q13 identifiziert.

In dieser Arbeit wurde eine Feinkartierung von Kandidatengenen in den zuvor

genannten Kopplungsregionen durchgeführt. Die ausgewählten SNPs wurden anhand eines

Fall-Kontroll Kollektives aus München genotypisiert und anschließend auf eine Assoziation

mit der Alzheimer Krankheit getestet. Auf dem Chromosom 10 wurden SNPs aus vier Genen

(CaMK2G, PLAU, VCL und AP3M1) ausgewählt und anschließend mittels Matrix-Assisted

Laser Desorption/Ionization Time Of Flight (MALDI TOF MS) genotypisiert. Die statistische

Auswertung der Genotypisierungsdaten ergab mehrere signifikante Ergebnisse für die Gene

PLAU (p<0,05-0,001) und CaMK2G (p<0,05-0,002). Den stärksten Assoziationshinweis auf

dem Chromosom 10 lieferte der funktionelle (P141L) PLAU SNP rs2227564 [C/T] im Exon 6

(p=0,02; EOAD p= 0,001). Als Risikoallel wurde hier das Minor Allel T bestätigt. Dieses

Ergebnis wurde in drei weiteren unabhängigen Fall-Kontroll Studien aus Deutschland, Italien

und Australien, sowie in einem diskordanten Geschwisterpaarkollektiv aus Deutschland

erfolgreich repliziert. PLAU kodiert für das Protein PLAU, eine Serin-Protease die durch die

Bindung an ihren Rezeptor PLAUR die Plasminogenkaskade aktiviert und damit den Abbau

des aggregierten Aβ Proteins induziert. Nachfolgend wurde eine Auswirkung des Minor

Alleles T auf die Erhöhung der Plaqueanzahl in post mortem isoliertem humanen Hirngewebe

von Alzheimer Patienten untersucht. In diesem Zusammenhang konnte ein signifikanter

Einfluss des Risikoallels T im PLAU SNP rs2227564 auf eine verstärkte Aβ-Ablagerung

gezeigt werden (p=0,007).
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Das funktionelle Kandidatengen ST8SIA1 (Chromosom 12) wurde genotypisiert und

anschließend auf eine Assoziation mit der Alzheimer Krankheit in einer Fall-Kontroll Studie

aus München getestet. ST8SIA1 kodiert für das Protein Gangliosid GD3 Synthase. Dieses

Enzym initiiert die Synthese des Disialogangliosides GD3 und ermöglicht damit die

Entstehung der komplexen Ganglioside. In der AD-Pathogenese sind die Ganglioside als die

stärksten natürlichen Aktivatoren der Amyloidproduktion diskutiert. Die statistische Analyse

zeigte mehrere signifikante Ergebnisse. Signifikant assozierte SNPs (p<0,05-0,002) lagen in

intronischen Bereichen, die Mehrheit war jedoch um Exon 2 konzentriert. Im ST8SIA1 konnte

kein funktioneller SNP gefunden werden. Weitere Analysen des Hirngewebes von Alzheimer

Patienten und ihren gesunden Kontrollen zeigten eine Präsenz der Spleißvariante ohne Exon 3

(EU041716). Ein direkter Einfluss der signifikant assoziierten SNPs auf den

Regulationsmechanismus des alternativen Spleißens konnte allerdings nicht bestätigt werden.

Insgesamt konnte nachgewiesen werden, dass das T Allel im PLAU SNP rs2227564

ein starker Risikofaktor für die Ausprägung von der Alzheimer Krankheit ist. Auch die

ST8SIA1-Genotypisierungsdaten deuten auf eine Assoziation mit der Alzheimer Krankheit

hin. Jedoch müssen hier durch die Genotypisierung der benachbarten Gene die LD-

Blockgrenzen aufgeklärt werden. Auch die Analyse der Transkription, bzw. ihrer Expression

von EU041716 mRNA bedarf einer weiteren Aufklärung.
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Summary

Alzheimer’s disease (AD) is a genetically complex neurodegenerative disorder which

causes a progressive decline of cognitive abilities. The prevalence of AD increases with

advanced age. The most important neuropathological hallmarks found in the brains of

individuals with AD are the presence of extracellular precipitations of beta-amyloid (Aβ)

peptide, in form of amyloid plaques, and intracellular neurofibrillary tangles. Currently, four

genes are known to be associated with AD with mutations in three of these genes (PS1, PS2

and APP) causing an autosomal dominant, early-onset familial form of AD (EOAD). The

fourth gene, APOE, increases the risk of the more common late-onset familial (LOAD) and

sporadic forms of AD. Additionally, a number of linkage studies have defined susceptibility

regions for AD, two of which are located on chromosomal regions 10q22-24 and 12p13-q13.

Five candidates within these regions were identified and detailed whole gene analyses,

in one case-control study from Germany, were undertaken using Matrix-Assisted Laser

Desorption/Ionization Time Of Flight (MALDI TOF MS). These genes were CaMK2G,

PLAU, VCL and AP3M1 located within the chromosomal linkage region at position 10q22-24

and ST8SIA1, located within the chromosomal linkage region at position 12p11.2-12p12.1.

Statistical analysis of SNP alleles located at 10q22-q24, in the screening case-control sample,

indicated evidence of an allelic association with AD for several markers located within PLAU

(p<0,05-0,001) and CaMK2G (p<0,05-0,002). The strongest risk associated with AD was

conferred by the minor allele of a functional marker within Exon 6 of PLAU (rs2227564

[C/T], P141L; p=0.02). A more detailed analysis according to age of onset revealed stronger

allelic association (p=0.001) in the EOAD group. These results were successfully replicated in

three independent case-control studies from Germany, Italy and Australia and additionally in

one discordant sib-pair sample from Germany. The PLAU gene encodes a urokinase-type

plasminogen activator, which converts plasminogen to plasmin. Additionally, this serine

protease is capable of degrading aggregated and non-aggregated forms of Aβ. Furthermore,

brain samples from histopathologically confirmed AD subjects were utilised to determine the

functional impact of identified AD associated SNP. It was hypothesised that the presence of

the risk allele rs2227564-T, may induce increased cerebral plaque load. Indeed, higher plaque

counts in the temporal cortices were observed in carriers of the T allele compared to patients

lacking this allele (p=0,007).

ST8SIA1’s involvement in catalysing the formation of GD3 ganglioside, the first step

in the synthesis of complex gangliosides, also makes it a functional candidate. Gangliosides
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have been reported to interact with Aβ resulting in conformational changes in the Aβ

secondary structure (β-sheets). The association of β-sheets have been implicated in the

formation of protein aggregates and fibrils observed in many human diseases, including AD.

Statistical analysis of ST8SIA1 SNPs showed significant association with AD for several

intronic markers in the region surrounding Exon 2 (p<0,05-0,002). These findings were

successfully replicated in one independent case-control study. Further, it was investigated

whether significant intronic SNPs had an impact on the generation of alternative splicing

variants using human brain samples from healthy controls and individuals with AD. As a

result of this analysis, one additional splicing product, lacking the entire exon 3, was

identified (EU041716).

The results presented herein provide strong evidence that PLAU and ST8SIA1 are

involved in the development of AD. The minor allele (T) of the PLAU SNP rs2227564 is a

plausible pathogenic mutation that may act by altering the processing of Aβ proteins, which in

turn leads to increased Aβ plaque load. However, further functional experiments need to be

undertaken to show this definitively. Statistical analysis of SNPs located in the intronic

regions surrounding exon 2 of ST8SIA1 showed one association with AD. However, it is

necessary to screen surrounding genes and to define the LD blocks within this region.

Furthermore, analysis of the identified novel EU041716 transcript and its expression is

required so as to determine its relevance to AD.
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1. Einleitung

Demenzerkrankungen gehören zu den häufigsten psychiatrischen Störungen im Alter

(Jellinger K et al., 1990). Nach der traditionellen Definition ist die Demenz (lat. „de“= ohne,

„mens“= Verstand) eine sekundäre, fortschreitende Verschlechterung einer zuvor größeren

geistigen Leistungsfähigkeit (Rösler N et al., 2002). Demenz wird nicht als spezifisches

Syndrom, sondern vielmehr als ein Oberbegriff für multiple kognitive Defizite des Gehirns

betrachtet, die durch degenerative, vaskuläre und traumabedingte Funktionsstörungen

entstehen (Letenneur L et al., 2004).

Die Prävalenz der Demenzerkrankungen steigt im fortgeschrittenen Alter massiv an

(Bassiony MM et al., 2004; Bondy SC et al., 1998; Potyk D, 2005). Um das sechzigste

Lebensjahr spielen mittelschwere bis schwere Demenzen mit einer Prävalenz von 1% (Rösler

N et al., 2002) in den Industrienationen noch eine vergleichsweise geringe Rolle. Auch in der

Altersgruppe der 70- bis 74- Jährigen sind etwa 3% betroffen, aber bei den über 80-Jährigen

steigt der Anteil der Betroffenen bereits auf 20% an (Rösler N et al., 2002; Letenneur L et al.,

2004). Die Prävalenz erreicht bei den 95- bis 99-Jährigen sogar 45 Prozent (Teri L et al.,

1997). In Deutschland sind etwa 1 Million Menschen an einer Demenz erkrankt (Förstl H et

al., 2000; Bickel H, 2001). Rund 700.000 davon leiden an der häufigsten Form der Demenz,

an der Alzheimer Krankheit (Alzheimer’s disease, AD) (Bickel H, 2001; Bickel H, 2000).

Wegen der starken Einschränkung der Lebensqualität der Betroffenen und enormen

volkswirtschaftlichen Kosten für Pflege und Therapie (Letenneur L et al., 2004), ist die

Aufklärung des Krankheitsverlaufs und die Entwicklung effektiver Behandlungsmethoden

von großer Bedeutung.

1.1. Alzheimer Krankheit: Definition und Einteilung

Die Krankheit, die Alois Alzheimer 1906 auf einem Kongress in Tübingen erstmals

beschrieb, ist durch einen schleichenden Beginn und einen progredienten Krankheitsverlauf

charakterisiert, bei dem es zu Störungen (Gedächtnis, Urteilsfähigkeit, Denkvermögen,

Sprache, Lernen etc.), Verhaltensproblemen (Enthemmung, Affektflachheit, Euphorie,

niedriger Frustrationstoleranz, emotionaler Labilität, Reizbarkeit, Aggressivität, verändertes

sexuelles Verhalten) und zu einem zunehmenden Verlust von Alltagskompetenzen kommt

(Förstl H et al., 2000). Zusätzlich können unspezifische akzessorische Symptome
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(Depression, Angst, Sinnestäuschungen, wahnähnliche Phänomene etc.) auftreten. Jedoch

kann die AD individuell sehr unterschiedlich verlaufen und folgt nicht immer der groben

Einteilung in Stadien. Die Diagnosekriterien sind in der zehnten Ausgabe der „International

Classification of Disease“ (ICD 10), sowie in der vierten Ausgabe des „Diagnostic and

Statistical Manual of Mental Disorders“ (DSM IV) der American Psychiatric Association

festgelegt. Ein weiterer Entwurf wurde in einer Zusammenarbeit zwischen den

Arbeitsgruppen des „National Institute of Neurological and Communicative Disorders and

Stroke“ (NINCDS) und der „Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association“

(ADRDA) vorgelegt. Diagnosekriterien sind im Kapitel 7.1. aufgelistet.

Es werden zwei Formen der AD unterschieden – die sporadische Form, die in 75% der

Fälle vorkommt und die familiäre Form (FAD; ca. 25% aller Fälle). Abhängig vom Alter der

Betroffenen bei Ausbruch der Krankheit ist die familiäre Form weiter in zwei Subformen

unterteilt: late-onset AD (LOAD) und early-onset AD (EOAD). LOAD tritt nach dem 65.

Lebensjahr auf und wurde bei der Mehrheit der FAD-Fälle nachgewiesen (Rademakers R et

al., 2003). Die Anzahl der Patienten die an der selteneren EOAD leiden, beträgt ca. 5%

(Kowalska A et al., 2004).

Der Schweregrad der Krankheit lässt sich durch die Fähigkeit zur selbständigen

Lebensführung definieren. Bei einem leichten Schweregrad ist unabhängiges Leben möglich,

jedoch können komplizierte tägliche Aktivitäten nicht mehr ausgeführt werden. Im

mittelgradigen Stadium treten deutliche Beeinträchtigungen beim unabhängigen Leben auf

und der Betroffene ist auf fremde Hilfe angewiesen. Bei einer schweren Demenz ist ein

selbständiges Leben unmöglich.

1.1.1. Histopathologische Marker

Als wichtigste histopathologische Merkmale im Gehirn der AD-Patienten werden

neuritische Plaques und neurofibrilläre Bündel (so genannte "Tangles") diskutiert (Abb. 1.1.).

Bei den neuritischen Plaques handelt es sich um extrazelluläre Amyloid β (Aβ) Ablagerungen

(Verdile G et al., 2004). Die neurofibrillären Tangles sind intrazelluläre, abnorme (gestreckte

oder schraubenförmig spiralisierte) Filamente, die primär aus einer hyperphosphorylierten

(Gomes-Ramos A et al., 2004; Garcia T et al., 2004; Dickson DW et al., 2004) und

hyperglykosilierten (Gong CX et al., 2004) Form des Proteins Tau bestehen. Zusammen mit

entzündlichen Vorgängen im Gehirn tragen diese hisptopathologische Merkmale zum

Neuronenuntergang bei.
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Abb. 1.1.: Vereinfachte Darstellung des gesunden (A) und von AD betroffenen (B) Neurons: Kommunikation

zwischen den Neurozellen im an AD betroffenen Gehirn wird durch die Aβ-Plaques (lila dargestellte

kugelförmige Ablagerungen außerhalb der Zelle) und neurofibrilläre Tangles (bläulich dargestellte intrazelluläre

Filamente) gestört. Die pathologischen Ablagerungen führen zur Neurodegeneration, was den Zelltod und

Hirnatrophie zur Folge hat (Verdile G et al., 2004; Gomes-Ramos A et al., 2004; Garcia T et al., 2004).

Nach der weit akzeptierten „Beta-Amyloid-Theorie“ ist das Aβ Protein das

Schlüsselmolekül in der AD-Pathogenese (Verdile G et al., 2004; Sennvik K et al., 2004;

Hardy J und Selkoe DJ, 2002). Aβ entsteht im so genannten amyloidogenen Weg durch die

proteolytischen Spaltung des Amyloid Prekursor Proteins (APP), eines großen

transmembranischen Glykoproteins (Abb. 1.2.) (Cribbs DH et al., 2004; Verdile G et al.,

2004). Im ersten Schritt unterliegt das APP der Spaltung durch die β-Sekretase (BACE1, β-

site cleaving enzime). Dadurch werden eine lösliche Form des APPs (APPsβ) und APP C-

Terminal Fragment β freigesetzt (APP-CTFβ) (Verdile G et al., 2004). Die enzymatische

Aktivität der γ-Sekretase führt schließlich zur Spaltung des APP-CTFβ Moleküls und
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Freisetzung von Aβ Protein (Sennvik K et al., 2004). Bei der γ-Sekretase handelt es sich um

einen Komplex, bestehend aus einer katalytischen Untereinheit und drei Kofaktoren -

Nicastrin (NCSTN), Anterior Pharynx Defective 1 (APH1A und APH1B) und Presenilin

Enhancer (PEN2) (Verdile G et al., 2004). Die katalytische Untereinheit der γ-Sekretase ist

Presenilin 1 (PS1) oder Presenilin 2 (PS2). Die variierende Länge des Aβ-Proteins entsteht

durch die unterschiedlichen γ-Sekretasen-Schnittstellen (Qi-Takahara Y et al., 2005).

Abb. 1.2.: Zwei Möglichkeiten der proteolytischen Spaltung des APP: Der oben beschriebene amyloidogene

Weg führt durch die β- und γ- Sekretaseaktivität zur Aβ Freisetzung und ermöglicht damit die Plaquesenstehung.

Der nicht-amyloidogene (physiologische) Weg ist durch die enzymatische Aktivität der α-Sekretase

charakterisiert, die das APP mitten in der Aβ Protein-Sequenz schneidet (Postina R et al., 2004) und dadurch die

lösliche carboxyl-truncated Form des APPs (APPsα) und APP C-Terminal Fragment α (APP-CTFα) freisetzt. In

dem nächsten Schritt wird APP-CTFα durch die γ-Sekretase gespaltet und ein nicht-amyloidogenes Fragment

freigesetzt. Als α-Sekretase-Kandidatengene wurden ADAM 10, ADAM 17 und MDC9 diskutiert (Postina R et

al., 2004; Verdile G. et al, 2004). Der nicht-amyloidogene Weg ist auch durch die Phosphorylierung mittels

Protein Kinase C (PKC) möglich (Verdile G et al., 2004). (Modifiziert nach Zheng H et Koo EH, 2006).

Die Länge des Aβ -Proteins ist für dessen Aggregationsverhalten von besonderer

Wichtigkeit, da mit zunehmender Länge die Selbstaggregation des Proteins und somit die

Amyloidizität zunimmt. Lösliche Aβ Proteine sind 39 bis 40 Aminosäurereste lang und
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können auch bei gesunden Individuen im Blutplasma und Liquor nachgewiesen werden.

Diese Form ist erst an der späteren Krankheitsphase beteiligt (Verdile G et al., 2004). Proteine

der Länge 41-43 Aminosäurereste (Aβ 41-43) sind hingegen unlöslich und interagieren

aufgrund ihrer β-Faltblattstruktur mit sich selbst, bzw. aggregieren sofort. Im geringeren Maß

sind diese Proteine auch bei gesunden Individuen präsent. Sie bilden miteinander nicht bzw.

nur schwer lösliche Oligomere, so genannte neuritische Plaques. Die neuritischen Plaques

sind durch einen dichten Amyloidkern gekennzeichnet und können eine Größe von bis zu 0,2

mm erreichen. Neben dem Aβ treten in den Plaques Apolipoprotein (APO) E und J, α1–

Antichymotrypsin und Proteoglicane auf (Dickson DW, 1997). Bilden sich verstärkt Plaques

zwischen den Neurozellen, können diese nicht mehr kommunizieren. Amyloid lagert sich

nicht ausschließlich in Form der Plaques ab, sondern bei fast allen Alzheimer-Patienten auch

perivaskulär (kongophile Angiopathie, zerebro-vaskuläre Amyloidose) (Förstl H et al., 2000;

Davis J, Wagner MR et al., 2003). In diesem Fall kommt es zu einer verminderten Sauerstoff-

und Energieversorgung betroffener Gehirnbereiche, die mit fortgeschrittenem

Krankheitsstadium Hirnblutungen und Schlaganfälle verursachen können (Davis J, Wagner

MR et al., 2003; Melchor JP et al., 2003). Durch die pathologische Aβ Ablagerung entsteht

ein räumlich begrenzter Entzündungsbereich, was die Ablagerung weiterer Proteine

begünstigt (Combs CK et al., 2001).

Das zweite histopathologische AD-Merkmal sind die Alzheimer-Fibrillen, bzw.

neurofibrilläre Tangles (NFT). Diese bestehen meistens aus nicht ausgebreiteten, paarigen

Filamenten (Paired Helical Filaments; PHF). Seltener findet man NFTs, die aus PHF und SF

(straight filament), oder nur aus SF, zusammengesetzt sind. Sowohl die PHF, als auch die SF

stören die vitale Funktion der Neuronen (Garcia T et al., 2004; Rissman RA et al., 2004).

Obwohl sich die NFTs innerhalb der neuronallen Zellen bilden, können auch extrazelluläre

Tangles gefunden werden. Diese bleiben scheinbar als Reste nach dem Zelltod zurück

(Lovestone S, 1997). Der Hauptbestandteil der NFTs ist das hyperphoshorylierte und

hyperglykosilierte Protein Tau (Rissman RA et al., 2004; Garcia T et al., 2004; Gong CX et

al., 2004). Zur Hyperphosphorylierung des Taus kommt es durch die gestörte Balance

zwischen Kinasen und Phosphatasen (Rissman RA et al., 2004). Durch eine übermäßige

Phosphorylierung löst sich dieses Protein von Tubulin im Mikrotubuli ab und damit wird die

Zytoskelettstabilisierung (Hartmann AP et al., 2004; Lovestone S et al., 1999), sowie den

axonalen Transport (Garcia T et al., 2004) verhindert. Freigesetztes hyperphoshoryliertes Tau

aggregiert wegen seiner niedrigen Löslichkeit und bildet die NFTs, bzw. PHFs. Tau wird

teilweise auch nach der NFTs-Bildung phosphoryliert (Lovestone S et al., 1997). Diese
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pathologischen Veränderungen tragen zum Zelltod bei. Neben Phospho-Tau, findet man in

NFTs auch Ubiquitin (Rissman RA et al., 2004) und APOE. Diese werden in der Hülle der

NFTs abgelagert. Erhöhte Phospho-Tau-Spiegel und NFTs werden auch bei Patienten mit

anderen neurodegenerativen Erkrankungen (z.B. Frontallappendemenz, vaskulärer Demenz,

Creutzfeld-Jakob-Erkrankung, HIV-Demenz, Normaldruck-Hydrozephalus,

Meningoenzephalitis, Lewy-Body-Erkrankung und kortikobasaler Degeneration)

nachgewiesen (Buee L et al., 2000). Demzufolge ist Phospho-Tau als spezifischer

diagnostischer AD - Marker nicht geeignet, sondern nur im Zusammenhang mit anderen

Markern von diagnostischer Bedeutung (Sergeant N et al., 2005).

Sowohl extra-, als auch intrazelluläre pathologische Ablagerungen führen zum Verlust

der Hirnsubstanz (Hirnatrophie) und ihre Dichte korreliert stark mit dem Schweregrad der

Krankheit (Bauer J et al., 1995). Im Vergleich zu gleichalterigen Gesunden ist das

Gehirngewicht von Alzheimer-Patienten wesentlich geringer, wobei die Hirnbereiche aber

nicht gleichermaßen betroffen sind. Insbesondere tritt ein Abbau der Großhirnrinde auf,

hauptsächlich jedoch die der Parietal-, Temporal- und Frontal- Lappen sowie der

Hippocampusformation (Pantel J et al., 2004; Smith AD et Jobst KA, 1996; Nagy Z et al.,

1999; De Leon MJ et al., 1997). Durch das Absterben der Neuronen wird der

Materialtransport in die gesunden Zellen gehemmt und Signalübertragung durch

Neurotransmitter vermindert. Der Mangel an Acetylcholin ist die deutlichste, aber nicht die

einzige Neurotransmitterveränderung bei AD. Er führt zu den Gedächtnis-, Konzentrations-

und Aufmerksamkeitsstörungen (Grossberg GT, 2005). In geringerem Maß sind auch die

Konzentrationen von Glutamat, Noradrenalin, Serotonin und mehreren Neuropeptiden

reduziert (Whitehouse PJ, 1987).

1.2. Risikofaktoren für die Alzheimer Krankheit

AD ist eine komplexe, also multifaktorielle Krankheit; d.h. sie ist sowohl von

lebensstil-, bzw. umweltabhängigen als auch von genetischen Determinanten beeinflusst. Der

am häufigsten diskutierte Risikofaktor für AD ist das Lebensalter, mit dem die Prävalenz

exponentiell ansteigt (Bassiony MM et al., 2004). Schätzungen zufolge sind in den westlichen

Ländern ca. 20% der Bevölkerung über 80 Jahren davon betroffen (Rösler N et al., 2002;

Letenneur L et al., 2004).

Nach Geschlechtern aufgeschlüsselt liegt die Prävalenz für die LOAD Subform bei

Frauen höher als bei Männern (Colucci M et al., 2006). Gründe dafür sind der gesunkene
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Östrogenlevel, bzw. Östrogenmangel während und nach der Menopause (Candore G et al.,

2007; Balistreri CR et al., 2006) und eine durchschnittlich längere Lebensdauer der Frauen

(Corder EH et al., 2004).

1.2.1. Lebensstil- und umweltabhängige Risikofaktoren

Als wichtige Krankheitsauslöser wurden Schädel-Hirn-Traumata,

Hypercholesterinämie, sowie psychische Erkrankungen diskutiert (Reid PC et al., 2007;

Grossman H et al., 2006). Auch komplexe, systemische Krankheiten wie Diabetes mellitus

(Xu WL et al., 2004; Gasparini L et al., 2002) und Hyperinsulinaemia (Luchsinger JA et al.,

2004) wurden in mehreren Studien als starke AD-Risikofaktoren nachgewiesen. Weiterhin

zeigten Itzhaki RF und Mitarbeiter (2004), dass Herpes Simplex Virus Type 1 (HSV1) bei

APOE4-Trägern einen Beitrag zur Entwicklung von AD leistet.

Der Ausbildungsgrad (Colucci M et al., 2006; Karp A et al., 2003) wurde oft in

Alzheimer Studien diskutiert, da größere kognitive Reserven und eine lebenslange geistige

Aktivität anscheinend das Auftreten einer Demenz zu verzögern scheinen (Smyth KA et al.,

2004; Qiu C et al., 2003; Stern Y et al., 1994).

In vielen Studien wurde die Assoziation zwischen Rauchen und AD untersucht. Im

Gegenteil zu einigen wenigen Fall-Kontroll-Studien, in denen Rauchen als Schutzfaktor

bestätigt wurde (Hellström-Lindahl E et al., 2003; van Duijn CM et al., 1991), ist in den

meisten Kohortenstudien allerdings ein negativer Einfluss festgestellt worden (Juan D et al.,

2004; Ott A et al., 2004).

Der Einfluss von Alkoholkonsum wurde ebenfalls in zahlreichen Studien untersucht.

Eine geringe Alkoholdosis schützt offensichtlich vor AD (Letteneur L et al., 2003; Ruitenberg

A et al., Truelsen T et al., 2002), wohingegen häufiger Alkoholkonsum das Erkrankungsrisiko

erhöht (Luchsinger JA et al., 2004).

Als Auslöser der Plaques- und Tangles- Ablagerung werden auch redox-aktive

Metallionen, vor allem Aluminium (Becaria A et al., 2002), Kupfer (Rottkamp CA et al.,

2000; Perry G et al., 2002) und Eisen (Rottkamp CA et al., 2000; Perry G et al., 2002)

diskutiert.

Obgleich die oben gennanten lebensstil- und umweltabhängigen Risikofaktoren für

den Ausbruch von AD konsistent nachgewisen werden konnten, ist die daraus ableitbare

Erkrankungsvorhersage nicht sehr hoch.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Balistreri+CR%22%5BAuthor%5D
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1.2.2. Genetische Risikofaktoren

Die steigende Prävalenz von AD ist in erster Linie auf die zunehmende

Lebenserwartung zurückzuführen. Obwohl der Lebensstil und die Umweltbedingungen die

Lebensqualität und damit die Entwicklung und den Verlauf der Krankheit beeinflussen, ist die

Wahrscheinlichkeit an AD zu erkranken nicht nur mit diesen Faktoren erklärbar.

Wahrscheinlicher ist, dass AD aufgrund einer Interaktion verschiedener genetischen Faktoren

mit unterschiedlichen Umweltfaktoren auftritt (Huang W et al., 2004).

Einen starken Hinweis auf den Einfluss von Erbfaktoren liefern zahlreiche genetisch-

epidemiologische Studien. Autosomal-dominante Mutationen in Presenilin 1 (PS1) auf dem

Chromosom 14, Presenilin 2 (PS2) auf dem Chromosom 1 und Amyloid Precursor Protein

(APP) auf dem Chromosom 21 führen zu einer erhöhten Freisetzung von Aβ 42 (Ozturk A et

al., 2007) und einem früheren Beginn der Symptome der Alzheimer Krankheit (Rebeck GW

et al., 2006, Kowalska A et al., 2004; Zekanowski C et al., 2004). Die Mutationen in den oben

genannten Genen sind für die meisten EOAD-Fälle verantwortlich. Insgesamt gibt es nur

einige hundert Familien weltweit, die diese Mutationen tragen.

Der einzige bisher bestätigte genetische Risikofaktor an LOAD zu erkranken, ist das

ε4 Allel des APOE Gens (Zekanowski C et al., 2004; Rademakers R et al., 2003). Das APOE

Gen liegt auf Chromosom 19 und kommt in drei allelischen Varianten vor. Diese werden als

ε2, ε3 und ε4 bezeichnet (Mahley RW et Rall SC Jr., 2000). Die Vererbung von einem bzw.

zwei ε4 Allelen erhöht in dosisabhängiger Weise das Risiko, an die Alzheimer Krankheit zu

erkranken und vermindert zudem das Erkrankungsalter (Age of Onset) (Olarte L et al., 2006).

Das ε4 Allel führt bei Heterozygotie zu einem dreifachen, bzw. bei Homozygotie zu einem

10fachen Erkrankungsrisiko (Förstl H et al., 2000). Heterozygote Patienten mit einer Kopie

des ε4 Allels, erkranken durchschnittlich 4 Jahre früher und homozygote Patienten mit zwei

Kopien des Risikoallels 6-8 Jahre früher als Patienten, bei denen das ε4 Allel nicht vorhanden

ist (Daw EW et al., 2000).

1.3. Genomweite Suchen nach genetischen Risikofaktoren

Erste Informationen über krankheitsbezogene chromosomale Regionen liefern

genomweite Kopplungs- und Assoziationsstudien. Vorteil solcher genomweiten Analysen ist,
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dass hierfür vorab keine hypothetischen Annahmen bezüglich der Pathophysiologie der

Erkrankung nötig sind.

In Kopplungsanalysen werden genetische Marker, die über das gesamte Genom

regelmäßig verteilt sind, innerhalb betroffener Familien bestimmt und genotypisiert. Als

Marker dienen hier Mikrosatelliten. Anschließend wird die gemeinsame Vererbung der

Markerallele in Familien untersucht. Ein gehäuftes gemeinsames Auftreten der Krankheit und

Markerallele weist auf eine Kopplung hin. Dieser Ansatz ermöglicht die Identifizierung

chromosomaler Regionen (so genannte Kopplungsregionen), welche mit der Krankheit

zusammen vererbt werden. Im nächsten Schritt, der so genannten Feinkartierung, werden die

in der Kopplungsregion lokalisierten und im Hinblick auf eine wahrscheinliche

Krankheitsbeteiligung ausgesuchten Gene analysiert (de la Chapelle et al., 1998; Bleck O et

al., 2001). Diese werden als positionelle Kandidatengene bezeichnet. Bei komplexen

Erkrankungen mit spätem Beginn können häufig die Eltern nicht mehr am Markerlocus

typisiert werden. Aus diesem Grund wird hier die Kopplungsanalyse bei Geschwisterpaaren

durchgeführt. Die ersten signifikanten Kopplungsbefunde bei EOAD-Familien wurden in

chromosomweiten Studien für die chromosomalen Regionen Ch1q31-42 (Levy-Lahad E et

al., 1995), Ch14q24.3 (Cruts M et al, 1995; Nechiporuk A et al., 1993) und Ch21q21 (Goate

AM et al, 1989) berichtet. Genomweite Kopplungsstudien für LOAD wiesen auf mehreren

chromosomalen Regionen (Chromosomen: 1, 3, 5, 6, 9, 10, 12, 19, 21 und x) hin (Myers A. et

al., 2002; Lee HJ et al., 2006). Die höchsten LOD (logarithm of the odds) -Scores, als Maß

der Wahrscheinlichkeit der Kopplung von bestimmten Markern und dem Auftreten der

Krankheit, sind für Chromosomen 9, 10, 12 und 19 erzielt worden (Myers A et al., 2002;

Kehoe P et al., 1999; Pericak-Vance MA et al., 1998; Blacker D et al., 2003).

Die aktuellste genetische Untersuchungsmethode stellen die genomweiten

Assoziationsstudien dar. Hierfür werden ca. 500000 SNP Marker bei einer sehr großen

Anzahl von Probanden (>1000) parallel auf einem Microarray-Chip genotypisiert und

anschließend auf eine Assoziation mit der Krankheit getestet. Genomweite

Assoziationsstudien werden in einem dreistufigen Design durchgeführt. In der ersten Phase

(Screeningphase) werden die ausgewählten SNPs analysiert und die Genotypisierungsdaten

statistisch ausgewertet. Signifikant assoziierte SNPs werden anschließend in unabhängigen

Kohorten genotypisiert und validiert (zweite Phase). In der dritten Phase wird die

Feinkartierung durchgeführt (Pearson JV et al., 2007). In bisher durchgeführten genomweiten

Assoziationsanalysen wurde APOE Lokus auf Chromosom 19 als der wichtigste genetische

Risikofaktor für LOAD bestätigt (Li H et al., 2008; Coon KD et al., 2007; Reiman A et al.,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Levy-Lahad%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Nechiporuk%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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2007). Eine Assoziation mit AD wurde u.a. auch für die Marker auf den Chromosomen 9 und

10 nachgewiesen (Li H et al, 2008, Gruppe A et al. 2007). Hier wurden GOLPH2, EBF3 und

SORCS1 als positionelle Kandidatengene identifiziert. Genomweite Assoziationsstudien für

EOAD wurden bisher nicht durchgeführt.

1.4. Kandidatengene für Alzheimer Krankheit

Nachdem die genomweiten Studien auf eine Kopplung zwischen AD und den

chromosomalen Regionen 10q22-q24 (Myers A et al., 2002; Liu F et al., 2007; Blacker D et

al., 2003) und 12p13-q13 (Scott WK et al., 2000), bzw. 12p (Mayeux R et al., 2002)

hingewiesen haben, wurden die dort lokalisierten Kandidatenge genauer untersucht.

Bevorzugt analysiert wurden die Gene, deren Veränderungen nach heutigem Verständnis

neuropathologische Prozesse und somit AD auslösen oder deren Verlauf beeinflussen können.

1.4.1. Kandidatengene auf dem Chromosom 10

Die in der chromosomalen Region 10q22-q24 lokalisierten positionellen und

funktionellen Kandidatengene IDE (Björk BF et al., 2007), CTNNA3 (Bertram L et al., 2007),

PLAU (Finckh U et al., 2003), CHAT (Ozturk A et al., 2006) und LRRTM3 (Majercak J et al.,

2006), TNFRSF6 (Feuk L et al., 2003; Su JH et al., 2003) etc. wurden in mehreren AD-

Studien diskutiert. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Assoziationsstudien wurden

auf das PLAU und dessen benachbarten Gene fokussiert.

1.4.1.1. Plasminogen activator, urinary (PLAU, uPA)

Der Urokinase-type Plasmin Aktivator (PLAU, uPA) (Gen: PLAU, uPA) ist eine

Serinprotease, die in einer Vielzahl maligner und normaler Zellen als einkettiges und

enzymatisch inaktives Protein pro-PLAU exprimiert wird (Selkoe DJ, 2001; Schmitt M et al.,

1991). Durch die proteolytische Spaltung wird diese inaktive Form zum zweikettigen,

enzymatisch aktiven PLAU gespalten (Tucker HM et al., 2000). Die Umwandlung in PLAU

ermöglichen u.a. Plasmin, Trypsin, Kallikrein und Kathepsin (Schmitt M et al., 1991, Alfano

D et al., 2005). Das freigesetzte PLAU bindet sich an seinen Rezeptor PLAUR auf der
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Zelloberfläche und aktiviert damit die Spaltung des Plasminogens (Abb. 1.3.), eines inaktiven

Vorläufers des Plasmins (Davis J et al., 2003). Die Aktivität des PLAU/PLAUR Systems wird

durch seine Inhibitoren PAI1 und PAI2 gesteuert (Tucker HM et al., 2000). Die entstehende

Serinprotease Plasmin hat ein sehr breites Aktivitätsspektrum. Sie baut direkt oder indirekt

über Matrixmetalloproteasen und Elastase die meisten extrazellulären Matrixproteine ab

(Alfano D et al., 2005; Garcia-Touchard A et al., 2005). Damit werden sowohl verschiedene

physiologischen Wachstums- und Modifikationsprozesse, als auch Metastasierung der

Tumorzellen ermöglicht (Reuning U et al., 2003; Zhu M et al., 2007). Plasmin wurde als erste

bei AD-Patienten relevante physiologische Protease identifiziert, die aggregiertes Aβ abbaut

(Finckh U et al., 2003). In vivo und in vitro wurde nachgewiesen, dass das aggregierte Aβ die

Expression von PLAU induziert (Tucker HM et al., 2000). Dieses aktiviert wiederum die

Plasminogenkaskade und inhibiert damit die, durch das Aβ verursachte, Neurotoxizität

(Tucker HM et al., 2000). Bei AD-Patienten wurde eine signifikant erhöhte PLAU Expression

nachgewiesen (Alonso DF et al., 1996). Auch die Inhibitoren des PLAU/PLAUR Systems

sind bei diesen Patienten verstärkt exprimiert (Melchor JP et al., 2003; Akiyama H et al.

1993).

Abb. 1.3.: Vereinfachte Darstellung der Aβ Degradation: Durch die Bindung des PLAU Proteins an seinen

Rezeptor PLAUR wird die Spaltung des Plasminogens aktiviert. Dabei entsteht die Serinprotease Plasmin,

welche in der Degradation der Aβ-Plaques aktiv involviert ist.
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Neben seiner proteolytischen Aktivität, aktiviert das PLAU/PLAUR System die

mitotischen Signalwege der Zelle (Zhang G et al., 2004). Außerdem werden durch PLAU

mehrere Wachstumsfaktoren aktiviert und freigesetzt (Alfano D et al., 2005).

1.4.1.2. Calcium/Calmodulin regulierte Kinase II (CaMK2)

Calcium/Calmodulin regulierte Kinase II (CaMK2) gehört neben der

Calcium/Calmodulin regulierte Kinase I und IV zur Serin-Threonin Kinasen-Familie. Serin-

Threonin Kinasen übertragen das γ-Phosphat eines Adenosin- oder Guanosintriphosphats auf

die Hydroxyl-Gruppe der Seitenketten von Serinen und Threoninen. Zusammen mit

Phosphatasen regulieren diese die Synthese, bzw. die Freisetzung von Neurotransmittern und

damit die Kommunikation der Zellen untereinander, die Phopshorylierung und

Dephosphorylierung der prä- und postsynaptischen Proteinen, die Aktivität der Ionkanälen,

den Auf-, bzw. Abbau und die Stabilität des Zytoskeletts, die Gentranskription,

Zellproliferation und den Stoffwechsel (Hunter T, 1995; Alto N et al., 2002; Shimazaki A et

al., 2006; Harris JK, De Lorenzo RJ, 1987). CaMK2 ist eine dominante Kinase im

mammalian Hirn (Fujishiro Domai H, 2006). Diese kommt am häufigsten im Hippocampus

vor und ist ein Bestandteil sowohl präsynaptischer, als auch postsynaptischer Neuronen. Die

höchste Konzentration der CaMK2 ist in post synaptic density (PSD), einem Proteinkomplex

in der Postsynapse (Hudmon A et al., 2002; Petersen JD et al., 2003) nachgewiesen worden.

Hier reguliert sie die synaptische Funktion und Plastizität und übernimmt die primäre Rolle

bei der Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP), einer Basis für das Gedächtnis

und Lernvorgänge (Hudmon A et al., 2002).

CaMK2 wird durch einen transienten Ca2+-Einstrom in das Neuron aktiviert (Abb.

1.4.). Dieser erfolgt primär über NMDA Rezeptoren, die durch die Bindung mit präsynaptisch

freigesetztem exzitatorischen Neurotransmiter Glutamat und gleichzeitige partielle

Depolarisation durch die AMPA Rezeptoren geöffnet werden (Montgomery JM et al., 2005;

Hayer A et Bhalla US, 2005). Die erhöhte intrazelluläre Ca2+ Konzentration löst eine

Signaltransduktionskaskade aus, die zur LTP Induktion führt (Shen K et al., 2000; Lisman J,

2003; Glazewski S et al., 2000). Der erste intrazelluläre Rezeptor der Ca2+ Ionen ist

Calmodulin (CaM). Dieser wird durch die Bindung von vier Ca-Ionen in einen aktiven

Zustand versetzt. Der Komplex Ca2+ / CaM interagiert u.a. mit CaMK2* (Colbran RJ et al.,

1988), was zu einer reversiblen Autophosphorylierung der Kinase am Threoninrest (Thr286,

bzw. Thr287 – abhängig vom CaMK2 Isomer) führt. Aufgrund einer kontinuierlichen
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Autophosphorylierung kann CaMK2 nach Reduzierung der Ca2+ Konzentration auf

Basalniveau ihre Aktivität unabhängig vom Ca2+/CaM Komplex behalten (Glazewski S et al.,

2000). Während der starken synaptischen Aktivität transloziert CaMK2 vom Zytoplasma zum

PSD und bindet an NMDA Rezeptoren (Lisman J, 2003). Im PSD wurden mehrere Proteine,

u.a. NMDA- und AMPA- Rezeptoren identifiziert, die durch diese Kinase phosphoryliert

werden (Shen K et al., 2000). Die Phosphorylierung des AMPA Rezeptors erhöht damit ihre

Sensitivität gegenüber Glutamat. Dieses ermöglicht einen starken Na+-Einstrom und einen

schwachen K+-Ausstrom, der zu einer starken und schnellen Depolarisation der Zelle führt.

So wird die Zelle für den ankommenden Impuls sensibler, was wiederum einen Einstrom der

Ca2+-Ionen durch die NMDA Rezeptoren zur Folge hat (Fitzsimonds RM et Poo MM, 1998;

Goda Y et Stevens CF, 1996). Gleichzeitig fördert CaMK2 den Transport der zusätzlichen

AMPA Rezeptoren aus Vesikeln und ihre Inseration in die Zellmembran (Hayer A et Bhalla

US, 2005). Eine Bindung der CaMK2 an die NR2B Untereinheit der NMDA Rezeptoren

resultiert in einer Verringerung ihrer Empfindlichkeit (Sessoms-Sikes S et al., 2004; Colbran

JR, 2004).

Der Ca2+-Einstrom in die Zelle und die daraus folgende CaMK2 Aktivität sind

essentiell für verschiedene komplexe molekulare Veränderungen, die zur

Langzeitpotenzierung der synaptischen Übertragung führen (Huang EP, 1998).

* CaMK2 ist ein Holoenzym, zusammengesetzt aus 12 funktionellen Untereinheiten, die zwei Clusters formen

(Gaertner T et al., 2004). Jede Untereinheit besitzt je eine katalytische, eine regulatorische und eine assoziative

Domäne. Die Bindung des Ca2+ / CaM Komplexes an das CaMK2 führt zu einer Autophosphorylierung des

Threoninrestes (Thr287 / Thr287). Darüber hinaus wird CaMK2 in einen partiell aktiven, von dem Ca2+ / CaM

Komplex unabhängigen Zustand, versetzt. Die aktivierten Monomere innerhalb eines Holoenzyms

phosphorylieren die benachbarten Untereinheiten, so dass bei diesen die Affinität zum Ca2+ / CaM Komplex

steigt. Durch die Autophosphorylierung und Ca2+ / CaM Aktivierung wird die volle Aktivität der Kinase erreicht

(Rosenberg OS et al., 2005).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sessoms-Sikes%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Abb. 1.4.: Aktivität der CaMK2 während der Langzeitpotentierung in Post Synaptic Density (PSD): Durch die

Bindung des Glutamats an den NMDA Rezeptor löst sich Mg2+ von seiner Bindungsstelle innerhalb des NMDA-

Rezeptors und ermöglicht damit den Ca2+ Einstrom (1) in die postsynaptische Zelle. Ca2+ ist ein intrazellulärer

Botenstoff, der Calcium-bindendes regulatorisches Protein Calmodulin (CaM) aktiviert (2). CaM, geladen mit

vier Ca2+ Ionen, bindet an CaMK2 (3). Dieses führt zur Autophosphorylierung der Kinase, was zur Folge eine

Ca2+-unabhängige Aktivität hat. Auf diese Weise aktivierte CaMK2 phopshoryliert weiterhin NMDA (4), bzw.

AMPA (5) Rezeptoren und ermöglicht den Einbau der AMPA Rezeptoren in die Membrane des

postsynaptischen Neurons (6). Somit spielt die CaMK2 die zentrale Rolle bei der Depolarisierung der

postsynaptischen Membrane und stellt das Schlüsselmolekül in der Langzeitpotenzierung dar (Modifiziert nach

Tomita S et al., 2005; Malenka RC et Nicoll RA, 1999).

Eine Dysregulation der Ca-Homöostase stellt eine der wichtigsten Veränderungen bei

der Alzheimer Krankheit dar. Im Vergleich zu gesunden Probanden wurde bei AD-

Betroffenen eine signifikant niedrigere intrazelluläre Ca-Konzentration nachgewiesen (Ripova

D et al., 2003). Auch bei der Tau-Phosphorylierung spielt CaMK2 eine entscheidende Rolle.

Tau kann von verschiedenen Kinasen phosphoryliert werden (Hong M et al., 1997; Munoz-

Montano JR et al., 1997), jedoch nur die Phosphorylierung durch CaMK2 zeigt eine AD-

spezifische Veränderung der neurofibrillären Tangles in der elektrophoretischen

Beweglichkeit (Steiner B et al., 1990).

http://de.wikipedia.org/wiki/Calcium
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
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CaMK2 ist in vier Isoformen, bezeichnet als α (Gen: CaMK2α), β (Gen: CaMK2β), γ 

(Gen: CaMK2γ) und δ (Gen: CaMK2δ), vorhanden. Diese sind durch vier eng verwandte

Gene kodiert. Weitere insgesamt 24 Isoformen entstehen durch alternatives Spleißen jedes

dieser Gene (Shimazaki A et al., 2006; Hook SS and Means AR, 2001). Hinsichtlich ihrer

Lokalisation gibt es deutliche Unterschiede zwischen den genannten CaMK2 Isoformen. Die

Distribution der α und β Isoformen ist auf die neuronallen Zellen begrenzt, CaMK2 γ und δ 

sind dagegen ubiquitär präsent (Shimazaki A et al., 2006; Gaertner TR et al., 2004). Im

Rahmen dieser Arbeit wurden die durchgeführten Assoziationsstudien auf CaMK2γ 

fokussiert. Dieses Gen liegt in der Kopplungsregion auf dem Chr. 10 (Myers A et al., 2002;

Morgan AR et al., 2007), in unmittelbarer Nähe vom PLAU.

1.4.1.3. Vinculin (VCL)

Vinculin (Gen: VCL), ein ubiquitäres Strukturprotein (Vasile VC et al., 2006), besteht

aus einem N-terminalen Kopf und einem flexiblen C-terminalen Schwanz, die über eine

Prolin-reiche Region verbunden sind (Ziegler WH et al., 2006). Seine Molekularstruktur

ermöglicht ihm eine Interaktion mit zahlreichen regulatorischen und strukturellen Proteinen,

negativ geladenen Phospholipiden, sowie eine intramolekulare Kopf-Schwanz Interaktion

(Gilmore AP et Burridge K, 1996; Bakolitsa C et al., 2004; Chandrasekar I et al., 2005).

Zusammen mit seinen Liganden Talin, α-Actinin und α-Catenin verankert Vinculin die

Filamenete des Actinzytoskeletts an die Zellmembran, bzw. an die Transmembranproteine

Integrine und Cadherine (Izard T et al., 2004; Zemljic-Harpf AE et al., 2004). Diese

vermitteln die Interaktion mit den Proteinen der extrazellulären Matrix, sowie die Bindung an

Gegenrezeptoren der benachbarten Zellen (Ziegler WH et al., 2006). Die Beteiligung an der

Zell-Zell, bzw. Zell-Matrix Adhäsion weist auf eine wichtige Rolle des Vinculins bei der

Embryogenese, Zelldifferentiation, Zellproliferation und Zellmotilität hin (Palovuori R et

Eskelinen S, 2000). In neuen Studien wurde auch deren Beitrag bei der Apoptose diskutiert

(Ziegler WH et al., 2006).

Auf die Bedeutung des Vinculins für das Zentrale Nervensystem (ZNS) weisen

Studien mit Tiermodellen hin. Bei Vinculin-knockout-Mäusen wurde ein Defekt bei der

Neuronalentwicklung beobachtet, was zu einem Fehlschließen des Neuronalrohrs führte und

damit eine letale Auswirkung auf die Embryonalentwicklung zur Folge hatte (Xu W et al.,

1998). Vermutlich liegen diesen pathologischen Veränderungen das verminderte Axonal-

Wachstum und daraus folgende veränderte Motilität und Adhesivität zu Grunde (Varnum-
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Finney B et Reichardt LF, 1994). Im Gehirn von älteren Menschen und Patienten, die an

neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer Krankheit leiden, wurde Vinculin als ein

Bestandteil der Hirano Körperchen nachgewiesen (Galloway PG et al., 1987). Neben Vinculin

enthalten diese stabähnlichen- seltener eiförmigen- intrazelluläre Ablagerungen auch Actin, α-

Actinin, Tropomyosin, APP und Microtubuli-assozierte Proteine (MAPs) (Maciver SK et

Harrington CR, 1995). Aus der Struktur der Hirano Körperchen lässt sich vermuten, dass

diese als ein pathologisches Produkt der abnormalen Organisation des Zytoskeletts entstehen

(Galloway PG et al., 1987). Hirano Körperchen wurden auch im peripheren Nervensystem,

sowie in Muskeln identifiziert (Maselli A et al., 2003).

1.4.1.4. AP3M1

Das mittelgroße Adaptin AP3μA (Gen: AP3M1) bildet zusammen mit zwei großen

Adaptinen AP3βA, APδ und einem kleinen Adaptin AP3σ den ubiquitär exprimierten

heterotetrameren Adaptor Protein Komplex 3 A (AP3A) (Peden AA et al., 2002; Blumstein J

et al, 2001; Nakatsu F et Ohno H, 2003). AP3A ist assoziiert mit clathrinbeschichteten

Vesikeln (Clathrin-coated vesicles, CCVs) und vermittelt die Sortierung der integralen

Membranproteine, sowie ihren Transport aus dem Trans-Golgi-Netz (TGN) zu den

Lysosomen, bzw. Lysosomen-verwandten Organellen (Lysosomal-releated organells, LROs)

(Dell’Angelica E et al., 1998; Theos AC et al., 2005; Nakatsu F et Ohno H, 2003). Dem

AP3μA Adaptin wurde eine essentielle Funktion bei der Erkennung des Sortierungssignals

beim Proteintransport zugesprochen (Nakatsu F et Ohno H, 2003).

Mutationen in adaptinkodierenden Genen führen zur Fehlsortierung der betroffenen

Membranproteine und damit zu einer Beeinträchtigung der Funktion der Zielkompartimente.

Beim Menschen wurde das AP3βA-kodierende Gen am häufigsten untersucht. Mutationen in

diesem Gen verursachen das Hermansky-Pudlak Syndrom Typ 2, eine Krankheit die durch

eine verminderte Vesikelbildung, bzw. die Störung des vesikularen Transports,

Fehlpigmentierung, Thrombozytenaggregationsstörung mit einer Blutungsneigung und

rekurrenten Infektionen gekennzeichnet ist (Huizing M et Gahl WA, 2002). Änderungen in

der AP3A Struktur, die aufgrund von Mutationen in dem AP3M1 Gen entstehen könnten, sind

noch nicht völlig aufgeklärt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde AP3M1 ausschließlich aufgrund

seiner Lokalisation in einer Kopplungsregion ausgewählt und anschließend auf eine

Assoziation mit AD getestet.
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1.4.2. Kandidatengen auf dem Chromosom 12

Auf dem Chromosom 12 wurde eine 140 kb-breite Region von 12p13 bis 12q13 mit

zahlreichen Genen mit AD in Verbindung gebracht (Schellenberg GD et al., 2000; Li Y et al.,

2004, Rogaeva E et al., 1998). Die am häufigsten diskutierten Gene in dieser Region sind

LRP1 (Bian L et al., 2005), GAPD (Li Y et al., 2004; Lin PI et al., 2006), A2M (Blacker D et

al., 1998), FLJ20436 (Lin PI et al., 2006), CP2 (Bertram L et al., 2005) und OLR1 (Shi J et

al., 2006; D'Introno A et al., 2005). Die Ergebnisse der Assoziationsstudien für die Gene

LRP1 und A2M waren jedoch nicht konsistent (Scott WK et al., 1998; Bertram L et al., 2000;

Forero DA et al., 2006; Prince JA et al., 2001; Bian L et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit

wurden die Einzelbasenpolymorphismen (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) im Gen

ST8SIA1 auf eine Assoziation mit dem AD Phänotyp getestet. Sein Produkt, das Enzym

Gangliosid GD3 Synthase, vermittelt die Gangliosidsynthese und damit spielt eine wichtige

Rolle für die Erhaltung der Neurozellmembranen.

1.4.2.1. ST8SIA1 (GD3)

Gangliosid GD3 Synthase (Gen: ST8SIA1; GD3) vermittelt die Übertragung der

Sialinsäure auf das Monosialoganglioside GM3 und initiiert damit die Entstehung des

Disialogangliosides GD3 (Melchiorri D et al., 2002; Malisan F et Testi R, 2002). GD3 ist die

erste Vorstufe in der Synthese der komplexen Ganglioside der b- und c-Serie (Abb. 1.5) (Yu

RK et al., 2004).
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Abb. 1.5.: Der Biosyntheseweg der komplexen Ganglioside. Ganglioside sind Glykolipide deren strukturelles

Grundgerüst aus einem Ceramidkörper (besteht aus Aminodialkohol Sphingosin und zwei Fettsäuren) und einem

Oligosaccharid gebildet ist. Die Oligosaccharidkette enthält Glucose, Galactose, N-Acetylgalactosamin und

Sialinsäure (N-Acetylneuraminsäure). Ihre Biosynthese fängt auf der zytosolischen Seite, wo die Übertragung

des Glukoserestes auf Ceramid durch das Enzym Glukosylceramid-Synthase (GlcCerS) katalysiert wird, an. Alle

weiteren Schritte werden durch die Enzyme Galaktosylceramid-Transferasen (GalT), Sialyltransferasen (SAT)

und N-Acetylgalaktosamin-Transferase (GalNAcT) katalysiert und erfolgen im Lumen des Golgi-Apparates.

(Modifiziert nach Malisan F et Testi R, 2002).

Ganglioside, sialylierte Glykolipide, kommen in der äußeren Schicht der Plasmamembranen

eukaryontischer Zellen vor und übernehmen eine wichtige Rolle bei der Zelladhäsion,

Erkennung der Zellen untereinander, zellulären Interaktion, sowie bei Wachstums-,

Differenzierungs-, Reparatur-, transmembranären Signaltransduktionsprozessen und der

Apoptose (Hakomori S 1990; Okada M et al., 2001; Malisan F et Testi R, 2002). Die höchste

Konzentration an Gangliosiden findet man im ZNS (Higashi H, 2007), besonders in der

grauen Substanz des Gehirns. Hier gibt es eine Vielzahl verschiedener Ganglioside, deren

Zusammensetzung während der Entwicklung variiert (Yu RK et al., 2004; Furukawa K et al.,

2003). Ihre Bedeutung für die Funktion und den Erhalt des ZNS wurde bei den Gangliosid-

defizienten Mäusen nachgewiesen. Obwohl die Plasmamembranstruktur bei genetisch

http://de.wikipedia.org/wiki/Sphingosin
http://www.bioc.unizh.ch/bipweb/lexikon/metaboliten/nacetylgalactosamin/nacetylgalactosamin.html
http://www.bioc.unizh.ch/bipweb/lexikon/metaboliten/nacetylneuraminsaeure/nacetylneuraminsaeure.html
http://www.bioc.unizh.ch/bipweb/lexikon/metaboliten/lipide.html
http://de.wikipedia.org/wiki/Graue_Substanz
http://de.wikipedia.org/wiki/Gehirn
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modifizierten Mäusen auf keine grobe morphologische Anomalie hindeutet, entwickeln diese

neurodegenerative Störungen mit letalen Folgen (Hara-Yokoyama M, 2006).

Während der embryonalen Entwicklung ist GD3, insbesondere in

Neuroprogenitorzellen, stark exprimiert. Seine Konzentration sinkt wesentlich im Endstadium

der neuronalen Entwicklung und ist in post-mitotischen Neuronen gering (Copani A et al.,

2002). Die Konzentration dieses Gangliosides ist ebenso in anderen entwickelten Geweben

niedrig. Eine erhöhte GD3-Konzentration deutet auf diverse pathologische Prozesse wie z.B.

Apoptose, Atherosclerose und verschiedene Karzinome hin (Hamamura K et al., 2005;

Malisan F et Testi R, 2002; Melchiorri D et al., 2002). Auch die neurodegenerativen

Störungen gehen mit Veränderungen des Gangliosidmusters einher. Bezogen auf AD sind

Ganglioside die stärksten natürlichen Aktivatoren der Amyloidplaqueproduktion. Es wurde

nachgewiesen, dass die Ganglioside konformative Veränderungen (α Helix β Sheet) in Aβ-

Moleküle verursachen und dadurch die Entstehung der Amyloidplaque ermöglichen (Ariga T.

et al., 2001). Bei AD-Patienten wurde im frontalen und parietalen Kortex eine erhöhte

Konzentration der GD3 Ganglioside gefunden (Kalanj et al., 1991; Brooksbank BW et

McGovern J, 1989).

Mutationen im ST8SIA1, die in der Über-/Unterexpression des GD3 Gangliosides,

bzw. der höheren Gangliosiden der b- und c- Serie, resultieren könnten und damit evtl.

Auswirkung auf das klinische AD- Erscheinungsbild hätten, sind bis heute nicht völlig

aufgeklärt.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hara-Yokoyama%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Brooksbank%20BW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22McGovern%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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1.5. Zielsetzung

Die Alzheimer Krankheit ist die häufigste Demenzursache im fortgeschrittenen Alter.

Mit steigender Prävalenz stellt diese Krankheit in den Industrieländern heute die

vierthäufigste Todesursache vor. Zahlreiche Studien belegen, dass neben den externen

Krankheitsauslösern (Umweltbedingungen und Lebensstil) auch die genetische Prädisposition

zur Krankheitsentwicklung beitragen. In mehreren genomweiten Studien konnten u.a.

Kopplungsregionen auf den Chromosomen 10 und 12 identifiziert werden (Myers A et al.,

2002; Liu F et al., 2007; Scott WK et al., 2000).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Kandidatengene in den oben genannten

Kopplungsregionen zu identifizieren, diese funktionell zu charakterisieren und somit einen

Beitrag zur Aufklärung der molekularen Grundlagen der AD Pathogenese zu leisten.

Dementsprechend fokussierte sich die Auswahl der Kandidatengene auf diejenigen Gene,

deren Veränderungen die Ausbildung von Krankheitsmerkmalen beeinflussen könnten.

Weiteres Auswahlkriterium für die Kandidatengene war ihre chromosomale Lokalisation.

Für die ausgewählten Kandidatengene wird in öffentlichen Datenbanken nach

bekannten SNPs gesucht. Diese werden anschließend mittels MALDI TOF MS in einer Fall-

Kontroll Studie aus München genotypisiert und auf eine Assoziation mit AD getestet.

Nachfolgend wird mittels Sequenzierungsmethode in den Assoziationsregionen nach bisher

unbekannten Polymorphismen gesucht. Die positiven Assoziationssignale werden in weiteren

unabhängigen Fall-Kontroll-, sowie in einer Geschwisterpaarstudie überprüft. Die stärksten

Assoziationssignale sind in dazu geeigneten funktionellen Studien zu testen.
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2. Methoden

2.1. Phänotypisierung der Probanden

Alle Probanden wurden ausführlichen psychiatrischen, neurologischen,

neuropsychologischen und klinischen Untersuchungen untergezogen. Diese umfassten die

Prüfung der kognitiven Leistungen mittels standardisierter neuropsychologischer Tests, die

Eigen- und Fremdanamnese durch eine Bezugsperson, kraniale Bildgebung (cCT oder

cMRT), die Erhebung des neurologischen Befundes und ein Routinelaborprogramm

(inklusive Bestimmung der Konzentration von Vitamin B12, Folsäure,

Schilddrüsenparametern, der Lyme-Serologie und TPHA, etc.). Zur Diagnose einer Demenz

wurden die Kriterien der ICD-10 (s. Kapitel 7.1.1.) herangezogen. Eine mögliche, bzw.

wahrscheinliche AD wurde anhand der Kriterien vom National Institute of Neurological and

Communicative disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorder Association

(NINCDS-ADRDA) klinisch diagnostiziert (s. Kapitel 7.1.3.).

In der Kontrollgruppe befanden sich kognitiv gesunde Probanden. Diese wurden

hinsichtlich Alter, Geschlecht, Ethnizität und geographischer Lage der AD-Gruppe angepasst.

2.1.1. Die neuropsychologischen Tests

Standardisierte neuropsychologische Tests stellen die differenzierteste Ebene der

Befunderhebung dar. Für diese liegen Normwerte für eine Bevölkerungsstichprobe vor, so

dass das Testergebnis eines potentiellen Patienten jenem von gesunden Personen gleichen

Alters, Geschlechts und Bildungsniveaus gegenüber gestellt werden kann. Von den für die

neuropsychologische Demenzdiagnostik speziell entwickelten Testbatterien ist besonders

diejenige des Consortium for the Establishment of a Registry for Alzheimer’s Disease

(CERAD) hervorzuheben, meist als CERAD-NP bezeichnet. Mit ihr liegt ein international

akzeptiertes Untersuchungsinstrument vor, das hinreichend einfach und zeitökonomisch ist

(die Durchführung dauert ca. 30 bis 45 Minuten), um in der klinischen Praxis sowie in

Forschungsstudien eine einheitliche Falldefinition zu gewährleisten. Die CERAD-NP besteht

aus acht Untertests (Verbale Flüssigkeit, Modifizierter Boston Naming Test, Mini Mental

Status Examination Test, Wortliste Gedächtnis, Konstruktive Praxis, Wortliste Abrufen,

Wiedererkennen, Konstruktive Praxis Abrufen) und zielt auf die Erfassung von

http://dict.leo.org/ende?lp=ende&p=/oHL..&search=Ethnizit%E4t
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Hirnleistungsstörungen, die bei der AD im Vordergrund stehen (Störungen des Gedächtnisses,

der Sprache, der konstruktiven Praxie und der Orientierung).

Für die Diagnosestellung im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Probanden, wurden

mittels Mini Mental Status Examination (MMSE) und Telephone Interview for Cognitive

Status-modified (TICS-M) Tests analysiert.

2.1.1.1. Mini Mental Status Examination Test (MMST)

Mini Mental Status Examination Test (MMST) (Folstein MF et al., 1975) ist der

verbreitetste Screening-Test zur Erfassung kognitiver Störungen. Er dient der Ergänzung der

neuropsychologischen Untersuchungen und kann nicht alleine für die Diagnosestellung

verschiedener Demenz-Formen herangezogen werden. MMSE enthält 30 Items, die in fünf

Kategorien (Merkfähigkeit, Erinnerungsfähigkeit, Orientierung, Aufmerksamkeit und

Sprache) eingeteilt sind. Jedoch ist es mit diesem Test nicht möglich die komplexen

kognitiven Funktionen zu testen.

Die Auswertung des Tests erfolgt als einfache Addition der vergebenen Punkte.

Kognitiv gesunde Personen erreichen Ergebnisse zwischen 24 und 30 Punkten. Bei den

Patienten mit kognitiver Einschränkung werden 20 bis 23 Punkte erzielt. Bei weniger als 20

Punkten wird eine Demenz angenommen. Unter 10 Punkten spricht man von einer schweren

Demenz. Allerdings muss berücksichtigt werden, dass eine Abhängigkeit zwischen den

erzielten Punkten und dem Bildungsstand der Testperson besteht. Bei den Probanden mit

höherer Intelligenz, bzw. gut Ausgebildeten werden geringe kognitive Einschränkungen oft

nicht erkannt. Bei diesen besteht bereits ab 28 Punkten der Verdacht auf eine kognitive

Störung. Anderseits kommt der MMSE Test bei Personen mit mangelnder Ausbildung häufig

zum falsch positiven Ergebnis (de Jager CA et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit wurden

die Kontrollpersonen, die weniger als 28 Punkte erzielt haben, aus der Studie ausgeschlossen

(Riemenschneider M et al., 2006).

Wegen der leichten praktischen Durchführung (der Test dauert ca. 10 Minuten) wird

der MMSE in vielen standardisierten Testbatterien und großen epidemiologischen Studien

eingesetzt.
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2.1.1.2. Telephone Interview for cognitive Status-modified (TICS-M) Test

Der Telephone Interview for cognitive Status (TICS) Test (Brandt J et al., 1988) stellt

eine telefonische Version des MMST Tests dar und korreliert stark mit der schriftlichen

Fragebogenversion (Jarvenpaa T et al., 2002; Jorm AF et Korten AE, 1988). Bei der Testung

der kognitiv gesunden Geschwister im Rahmen der Geschwisterpaar Studie aus München

wurde eine modifizierte Version des TICS Tests (TICS-M) angewendet (persönliche

Mitteilung Frau Petra Belcredi). TICS-M enthält die Fragen aus dem originalen TICS in den

Bereichen Orientierung, Konzentration, Gedächtnis, Rechnen, Aufmerksamkeit, Sprache und

konzeptionelles Denken. Zusätzlich zum sofortigen Abruf einer Wortliste enthält TICS-M

auch einen verzögerten Abruf. Bei diesem Test werden auch das verbale Verständnis und die

Praxie getestet.

Der TICS-M Test besteht aus 21 Items und dauert ca. 6 bis 8 Minuten. Bei der

Auswertung wurde die Dauer der Ausbildung berücksichtigt und das Gesamtergebnis

dementsprechend korrigiert. Die maximale Punktzahl beträgt 50 Punkte, wobei ein höherer

Punktwert einer besseren Leistung entspricht.

2.2. Auswahl der SNPs

Der Einfluss genetischer Risikofaktoren auf die Krankheitsentwicklung wurde mittels

SNP-Assoziationsanalyse getestet. Als SNP werden Variationen von einzelnen Basenpaaren

in einem DNA-Strang bezeichnet, die etwa alle 200 bp und zumeist in biallelischer Form

vorkommen (Rostoks N et al., 2005). Für die effiziente Durchführung einer

Assoziationsstudie ist die Auswahl der SNPs entscheidend. Vorrangig wurden SNPs

innerhalb kodierender/exonischer Bereiche, der Promotor- Bereiche und TFBS (Transcription

Factor Binding Sites, Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen) ausgewählt. Bei der Auswahl

wurden SNPs die einen Aminosäureaustausch (Missense Mutationen) hervorrufen bevorzugt.

Weiterhin wurden auch intronische SNPs untersucht, da diese einen Einfluss auf

transkriptionelle Aktivität oder auf das alternative Spleißen der pre-mRNA haben können. Mit

einem durchschnittlichen Abstand von 50-300 bp zwischen ausgewälten exonischen, bzw. 1-5

kb zwischen intronischen SNPs wurden die Kandidatengene komplett abgedeckt.

Einen aktuellen methodischen Forschritt bei der SNP-Auswahl stellt die LD-Mapping-

Analyse dar. Innerhalb der LD-Blöcken (LD = linkage disequilibrium) liegen die SNPs in

http://de.wikipedia.org/wiki/Genetische_Variation
http://de.wikipedia.org/wiki/Basenpaar
http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleins%C3%A4ure
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rostoks%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs2
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einem starken Kopplungs-Ungleichgewicht vor. Daher genügt es hier, nur wenige der

vorhandenen SNPs in jedem Block zu selektieren und anschließend zu analysieren, um den

Hauptinformationsgehalt der häufig vorkommenden Haplotypen zu beschreiben. Diese SNPs

werden als „haplotype-tagging SNPs” (ht-SNPs) bezeichnet und ermöglichen die Anzahl der

zu genotypisierenden Einzelbasenpolymorphismen bei der systematischen Erforschung des

Genoms zu reduzieren.

Für die durchgeführte Assoziationsanalyse im Rahmen dieser Arbeit wurden die

biallelischen SNPs aus öffentlichen Datenbanken (s. Kapitel 3.2.6.) ausgewählt, mittels

MALDI TOF MS genotypisiert und anschließend auf eine Assoziation mit AD untersucht.

Bei der SNP-Auswahl wurde darauf geachtet, dass diese in kaukasischen

Bevölkerungsgruppen validiert waren und eine Minorallelfrequenz von mindestens 5%

lieferten.

2.3. Die Isolation der Nukleinsäuren

2.3.1. DNA-Isolation

Die DNA-Isolation erfolgte aus Vollblut mit dem Puregene Genomic DNA-Isolation

Kit (Gentra Systems, Minneapolis, USA). Durch selektive Lyse und anschließende

Zentrifugation wurden die zellkernlosen Erythrozyten von den restlichen Zellen mit intakten

Nuklei abgetrennt. Später konnte die Lyse der kernhaltigen Zellen unter Zugabe eines DNA-

Stabilisators durchgeführt werden. Des Weiteren wurden Proteine durch eine Salzfällung

entfernt. Die Präzipitation der im Überstand gelösten genomischen DNA erfolgte im

Anschluss durch Zugabe von 100 % Isopropanol. Die gefällte DNA wurde anschließend mit

70%igem Ethanol gewaschen und das getrocknete Pellet in 1-2 ml TE-Puffer über Nacht

gelöst. Mit dieser Methode konnte aus 9-10 ml Vollblut durchschnittlich 300-400 µg

genomische DNA isoliert werden, deren Aufbewahrung als Stammlösung bei 4°C in

einzelnen Tubes erfolgte.

2.3.2. RNA-Isolation

Im Gegensatz zur DNA ist die RNA sehr instabil. Daher ist es bei der RNA-Isolation

sehr wichtig, die stabilen RNasen möglich schnell zu trennen. Im Rahmen dieser Arbeit
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wurde die RNA-Isolation aus dem Hirngewebe mittels RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit

(Qiagen GmbH, Hilden, D) durchgeführt. Im ersten Schritt wurde das Gehirngewebe in

QIAzol Lysis Reagent homogenisiert. Dieses enthält Guanidiniumthiocyanat (GTC) und

Phenol. Durch die Wirkung von GTC werden die Zellen lysiert und die RNA gelöst. Eine

hohe GTC-Konzentration ermöglicht die selektive Präzipitation der zellulären Proteine,

während die RNA gelöst bleibt. Gleichzeitig inaktiviert Phenol die RNasen. Nach der Zugabe

von Chloroform und anschließender Zentrifugation trennt sich das Gemisch in drei Phasen

auf. Die RNA ist in der oberen farblosen wässrigen Phase enthalten und die genomische DNA

in der unteren rötlichen organischen Phase. Die denaturierten Proteine bilden eine unlösliche

Interphase. Die in der wässrigen Phase enthaltene RNA wird durch die Zugabe von

Isopropanol gefällt und auf die Membrane der Mini Spin Column gebunden. Durch

anschließendes Waschen mit 75%-igem Ethanol werden Salz- und Isopropanolreste entfernt.

Isolierte RNA wurde in Nuclease-freiem Wasser gelöst und in einzelnen Tubes bei -80°C

aufbewahrt.

2.4. Konzentrationsbestimmung genomischer DNA- und RNA-Lösungen

Die Konzentration einer im Wasser gelösten DNA-Probe kann aufgrund der

Absorption von Nukleinsäueren bei λ=260nm berechnet werden. Die Präparationsartefakte,

die aus der Isolierung genomischer DNA stammen, haben ebenfalls das

Absorptionsmaximum bei λ=260nm. Die Messwerte werden vor allem durch einzelsträngige

(ss) DNA und RNA sowie einzelne Nukleotide beeinflusst und Konzentrationsbestimmung

doppelsträngiger (ds) DNA verfälscht. Um die Reinheit der DNA zu berechnen, soll die Probe

auch bei λ=280nm im Photometer gemessen werden. Die Bildung eines Quotienten aus den

Extinktionen bei λ=260nm und λ=280nm dient der Reinheitsbestimmung der Probe. Reine

DNA weist einen A260/A280 Quotienten von 1,8 auf. Ein Wert unter 1,8 spricht für eine

Verunreinigung mit Proteinen und Werte über 2,0 deuten auf eine Kontamination mit RNA

hin (Lottspeich F und Zorbas H, 1998).

Auch die Reinheit der RNA wird photometrisch bei λ=260nm und λ=280nm bestimmt.

Ein Verhältnis von 2,0 spricht für eine reine RNA-Isolierung (Lottspeich F und Zorbas H,

1998).

http://dict.leo.org/ende?lp=ende&p=/oHL..&search=Pr%E4zipitation
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2.5. Test der DNA und RNA auf Degradation

Bevor mit der Genotypisierung angefangen werden konnte, wurde die DNA auf

mögliche Degradation untersucht. Dazu wurde von jeder Probe 1 µl der unverdünnten, in

1xTE-Puffer gelösten DNA auf ein 0,8%iges Gel aufgetragen. War eine einzige starke

Kompressionsbande nach der Ethidiumbromidfärbung sichtbar, galt die DNA als nicht

degradiert. Hier wurde ein 10000-500 bp Marker verwendet (Bio-Rad Lab. GmbH, München,

D).

Die Qualität der RNA wurde auf einem 1,2%igen denaturierenden Gel getestet. Um

die hydrolytische Aktivität der RNasen zu vermeiden, wurde dieses mit DEPC-Wasser

angefertigt. Als Denaturierungsmittel wurde Formaldehyd verwendet. Die Aldehydgruppen

des Formaldehyds bilden mit den Aminogruppen der Nukleotidbasen Schiff´sche Basen.

Dadurch wurde die Bildung der intra- und intermolekularen H-Brücken verhindert und die

RNA bleibt linear. Auf einem derartigen Gel ergibt die intakte Gesamt-RNA scharfe,

deutliche 28S- und 18S-rRNA-Banden. Die 28S-rRNA-Banden (5.1 kb bei menschlicher

RNA) sind in etwa doppelt so intensiv wie die 18S-rRNA-Banden (1.9 kb bei menschlicher

RNA). Die schwächere Fluoreszenz zwischen den Banden und unterhalb der kleineren Bande

ist auf die mRNA zurückzuführen. Als Längenstandard wurde ein Marker 10000–500 bp

verwendet (Bio-Rad Lab. GmbH, München, D).

2.6. Plattenbelegung

Die DNA, die weiter mittels MALDI TOF MS genotypisiert wurde, wurde auf 100

ng/μl verdünnt und auf die Wells der 96er-Mikrotiterplatten pipettiert. Für die Herstellung der

384er-Mikrotiterplatten wurde die DNA auf 3,33 ng/μl verdünnt. Die DNA aus vier 96er-

Mikrotiterplatten wurde auf eine 384er-Mikrotiterplatte mit der Hilfe des Tecan

Pipettierroboters (Tecan AG, Crailsheim, D) übertragen.

Um die Genotypisierungsqualität zu testen, wurden auf jede 384er-Mikrotiterplatte

mindestens je 10 DNAs doppelt aufgetragen. Diese wurden anschließend ausgewertet und

miteinander verglichen.
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2.7. DNA- und RNA-Elektrophorese

Im elektrischen Feld wandern die Nukleinsäuren, auf Grund der negativen Ladung der

Phosphodiestergruppe, zur Anode. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit umgekehrt

proportional zur Molekülmasse. Je nach der Größe der zu untersuchenden DNA- und RNA-

Fragmente wurden 0,8-3%ige Gele aus Agarose angefertigt. Die Agarose wird in

Elektrophoresepuffer (1x TBE Puffer) aufgenommen und dann durch Erhitzen in die Lösung

gebracht. Dazu wird Ethidiumbromid zugegeben. Dieser interkaliert in AT-reiche Sequenzen

der Nukleinsäuren und macht diese unter UV-Licht (302nm) sichtbar.

2.8. Polymerase-Kettenreaktion / Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Saiki RK et al., 1988) wurde Mitte der 80er

Jahre von Dr. Kary B. Mullis entwickelt. Mit dieser Methode lässt sich eine hohe Anzahl von

Kopien einer spezifischen DNA-, bzw. cDNA-Sequenz herstellen. Bei der PCR wird die

DNA enzymatisch in vitro vervielfältigt. In einer PCR gibt es drei Hauptschritte

(Denaturierung, Hybridisierung und Elongation), die 30 bis 45 Mal wiederholt werden.

Die Reaktion beginnt mit der thermischen Denaturierung (95°C) der dsDNA, wobei

die komplementären DNA-Stränge getrennt werden. Nach der Denaturierung wird das

Reaktionsgemisch abgekühlt. Beim Absenken der Temperatur können sich an den nun

einzelsträngigen DNA-Matrizen im Überschuss zugegebene Primer (Oligonukleotide)

anlagern. Die Primersequenzen sind so gewählt, dass sich sowohl der zum Gegenstrang

komplementäre „Sense“-Primer als auch der zum Sinnstrang komplementäre „Antisense“-

Primer an den jeweiligen DNA-Abschnitt anlagern können. Auf diese Weise ausgewählte

Oligonukleotide nennt man antiparallele Primer. Somit wird an jedem DNA-Strang je ein

Primer gebunden, d.h. die 3’OH-Enden der Primer werden für die anschließende DNA-

Synthese bereitgestellt und dienen als Anfangsprodukte für die DNA-Synthese.

Nach der Zugabe von DNA-Polymerase in Gegenwart aller vier dNTPs findet eine

Primer-Verlängerungsreaktion in vitro statt. Für die Verlängerung wird die Taq-DNA-

Polymerase benutzt, ein Enzym das aus dem extrem thermophilen Bakterium Thermus

aquaticus isoliert wurde. Das Reaktionsoptimum dieses Enzymes liegt bei 72°C. Da diese

Polymerase auch bei einer Temperatur oberhalb von 90°C nicht inaktiviert wird, ist es
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möglich, die PCR in einem periodisch heiz- und kühlbaren Metallblock ohne Unterbrechung

zyklisch durchzuführen.

Nach dem ersten Zyklus liegen insgesamt zwei partiell doppelsträngige DNA-Stränge

vor. Durch einfache Wiederholung dieses Prozesses entstehen vier Kopien der beiden

ursprünglichen DNA-Stränge. Ab dem zweiten Zyklus steigt die Anzahl der replizierten

Stücke exponentiell an.

Die Amplifikation wurde mit PCR-Geräten von der Firmen MJ Research (Boston,

USA) und Applied Biosystems (CA, USA) unter folgenden Bedingungen durchgeführt:

Zeit: Temperatur: Schritt:

15 min 95°C Initiale Denaturierung

20 s 95°C Denaturierung

30 s X°C Annealing

1 min 72°C Elongation

3 min 72°C Finale Elongation

Permanent 4°C Kühlung

Tab. 2.1.: Standardtemperaturprofil für die PCR: Schritte Denaturierung, Annealing und Elongation wurden 45

Mal wiederholt (45 Zyklen). Die Annealing Temperatur wurde für jeden Assay angepasst und lag zwischen 56°C

und 60°C.

Menge: Substanz: Konzentration:

12,3 l H2O

2,0 l 10x PCR Puffer

2,0 l dNTP-Mix Je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

1,0 l Primermix (forward und reverse) 10 M

1,2 l MgCl2 25 mM

0,5 l Taq Polymerase 1 U/l

1,0 l DNA 1 ng/l

Tab. 2.2.: Standard PCR Ansatz für 20μl.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels PCR Methode die genomischen Bereiche, in

denen sich die SNPs befinden, amplifiziert. Um eine möglichst hohe PCR-Effizienz zu
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erzielen, wurden die Primer so gewählt, dass 80 bis 120 bp lange PCR-Amplifikate entstehen.

Die verwendeten „Sense“- und „Antisense“- Primer, die für MALDI TOF MS verwendet

wurden, weisen neben dem sequenzspezifischen Bereich jeweils ein zusätzliches Motiv von

zehn Basen auf. Dieses Motiv, der so genannte „Tag“, erfüllt in diesem Zusammenhang

mehrere Aufgaben. Zum einen verläuft die Amplifikationsreaktion gleichmäßiger, wenn

mehrere PC-Reaktionen in einem Reaktionsgefäß stattfinden; zum anderen ist es notwendig,

die Masse dieser Primer mit Hilfe des „Tags“ soweit zu erhöhen, dass sie die sich

anschließende MALDI TOF MS Analyse nicht stören. Da bei der Homogenous Mass

Extension (hME) Methode die überschüssigen, in der PCR unverbrauchten Primer nicht

entfernt werden, liegen sie letztendlich nicht im Massebereich der Primer-

Extensionsprodukte.

Die PC-Reaktionen, die innerhalb der MALDI TOF MS Genotypisierungsmethode

durchgeführt wurden, erfolgten in einem Reaktionsvolumen von 6 l in einer 384er

Mikrotiterplatte, in der sich die vorgelegte, eingetrocknete DNA befand. Angesetzter

Mastermix wurde mit Hilfe der Pipettierstation Genesis Workstation der Fa. Tecan

(Crailsheim, D) in die einzelnen Wells pipettiert. Der Mastermix wurde nach folgender

Vorschrift zusammenpipettiert:

Menge: Substanz: Konzentration:

4,34 l H20

0,6 l 10x Puffer mit Gelatine

0,6 l dNTPs Je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

0,1 l Primer forward 10 pmol/l

0,1 l Primer reverse 10 pmol/l

0,24 l MgCl2 25 mM

0,02 l Taq 1 U/l

Tab. 2.3.: PCR Ansatz für ein Gesamtvolumen von 6l und 5l eingetrockneter DNA (1ng/l eingetrocknet).

Alle eingesetzten Primer und die Längen der einzelnen PCR-Fragmente sind im

Anhang aufgeführt (s. Kapitel 7.2.).
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2.9. Homogenous Mass Extension (hME) Reaktion

Die Homogenous Mass Extension (hME)-Reaktion ist eine universelle Methode, die

für die Detektion der verschiedenen Allele eines SNP in zuvor amplifizierter DNA benutzt

wird. Vor der hME-Reaktion wird die Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)-Reaktion

durchgeführt. Durch die Zugabe dieses Enzymes werden die überschüssigen dNTPs aus der

PCR gespalten. Ein derartiges Vorgehen ist notwendig, da durch die freien Nukleotide andere

als die vorher bestimmten Primer- Extensionsprodukte entstünden, wodurch Probleme bei der

korrekten SNP-Detektion aufträten. Für die SAP-Reaktion wurde der Mastermix nach

folgender Vorschrift zusammenpipettiert:

Volumen für Single-Reaktion: Substanz: Konzentration:

1,53 l H20

0,17 l HME-Puffer

0,3 l SAP 1 U/l

6,0 l PCR-Produkt

Tab. 2.4.: Ansatz für die SAP-Reaktion (2 l pro Well).

und unter folgenden Bedingungen durchgeführt:

Zeit: Temperatur: Schritt:

20 min 37°C Inkubation

10 min 85°C Inaktivierung der SAP

permanent 8°C Kühlung

Tab. 2.5.: Reaktionsbedingungen für die SAP-Reaktion.

Anschließend erfolgte die Homogenous Mass Extension (hME) Reaktion. Um diesen

Schritt durchzuführen wird ein hME-Reaktionsmix (Primer, Enzyme, Puffer, dNTPs,

ddNTPs) zugegeben. Extension-Primer werden so entworfen, dass sie genau eine Base vor

dem zu analysierenden SNP enden. Um die Primer spezifisch zu verlängern, wird ein

geeigneter Stopmix (der drei ddNTPs und ein dNTP enthält) zugegeben. Durch den Einbau
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eines ddNTP wird die Verlängerungsreaktion beendet. So entstehen die Extensionsprodukte,

die sich je nach vorhandenem Allel in Länge und Masse unterscheiden.

hME Reaktion wurde nach unten aufgelisteten Vorschrift und Bedingungen

durchgeführt:

Volumen pro Reaktion: Substanz: Konzentration:

1,728 l H2O

0,2 l Stopmix Je 2 mM pro ddNTP/dNTP

0,054 l Extensionsprimer 100 pmol/l

0,018 l Thermosequenase 32 U/l

8,0 l PCR-Produkt (+SAP-Mix)

Tab. 2.6.: Ansatz für die hME-Reaktion (2 l pro Well).

Zeit: Temperatur: Schritt:

2 min 94°C Initiale Denaturierung

5 s 94°C Denaturierung

5 s 52°C Hybridisierung

5 s 72°C Elongation

permanent 8°C Kühlung

Tab. 2.7.: Reaktionsbedingungen für die hME-Reaktion. Die Anzahl der Reaktionszyklen betrug 40.

Alle erforderlichen Pipettierschritte erfolgten auf der Pipettierstation Multimek96

Automated Channelpipettor (Beckmann Coulter; Fullerton, USA) unter Verwendung

programmierter Standardabläufe (Sequenom, Hamburg, D). Das für die SAP- und hME-

Reaktionen erforderliche Thermocycling wurde auf den PCR Cyclern der Firmen MJ

Research und AB Gene unter Standardbedingungen (Manual Processing Procedure fort he

MassARRAY II System, Sequenom Hamburg, D) durchgeführt.

Nach der Verlängerungsreaktion wurde ein Ionenaustauschharz (Spectro-CLEAN,

Sequenom, Hamburg, D) zugefügt, um die Anlagerung von Kationen zu vermeiden.

Nukleinsäuren zeigen eine hohe Affinität zu Alkali- und Erdalkaliionen. Diese Kationen

stören die MALDI TOF MS-Messung, da separate Signale entstehen, die den eigentlichen

Molekülionen vor- bzw. nachgelagert sind und so zu einer Reduktion des
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Signalrauschverhältnisses führen. Die Aufreinigung erfolgte nach dem Standardprotokoll der

Fa. Sequenom (Manual Processing Procedure fort he MassARRAY II System, Sequenom

Hamburg, D).

Die hME-Produkte wurden zunächst mittels eines Nanoliterspotters auf einen 384 spot

Siliziumchip übertragen, der mit einer kristallinen Matrix (3-Hydroxypicolinsäure) beladen

ist. Zusätzlich zu den 384 Matrixspots, auf welche die Proben übertragen werden, befinden

sich auf dem Chip zehn weitere Matrixspots, die mit einem Kalibrant (Sequenom Hamburg,

D) beschickt werden. Der verwendete Kalibrant besteht aus einer Mischung von drei

Oligonukleotiden bekannter Masse und dient der Kalibrierung des Analysesystems.
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Abb. 2.1.: Schematische Darstellung der Mass Extension TM Reaktion. Diese Methode basiert auf der

Sangermethode, bei der ein Kettenabbruch durch Didesoxynukleotide erzeugt wird. Je nach vorkommendem

Allel entstehen Produkte, die sich in Länge und Masse unterscheiden. Diese Unterschiede werden im Anschluss

durch MALDI TOF Massenspektrometrie Analyse sichtbar gemacht (SEQUENOM, hME, SpectroPREPTM

User´s Guide, Version 1, February, 2001).
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2.10. SNP-Genotypisierung mittels Matrix-assisted Laser Desorption Ionisation

(MALDI) Time of Flight (TOF) Massenspektrometrie (MS)

Die MALDI TOF MS ist eine Analysemethode zur Ermittlung der Molekülmasse

freier Ionen im Hochvakuum. Die MALDI TOF MS-Analyse wurde von Hillenkamp und

Karas 1987 entwickelt. Früher wurde diese Methode zur Massenbestimmung größerer

Molekülen (bzw. Peptide und Proteine) benutzt. Aktuell wird sie auch in der SNP-Analyse

eingesetzt.

Für die Probenpräparation wurden verschiedene Techniken entwickelt, die alle den

Einbau der Analytmoleküle in das Kristallgitter der Matrix gewährleisten sollen (Karas M et

Hillenkamp F, 1988; Kirpekar F et al., 1998). Eine geeignete Matrix ist die 3-Hydroxy-

Picolin-Säure. Das ist eine aromatische, carboxylhaltige Säure, die ihr Proton an die negativen

Oligonukleotide der Probe in einer Kristallgitterstruktur abgibt und so den Ionisationprozess

ermöglicht. Die Matrixsubstanz absorbiert auch die eingestrahlte Laserenergie und schützt,

aufgrund des 100- bis 1000fachigem Überschusses, die Analytmoleküle vor der Zersetzung.

Zusätzlich soll die Matrix eine photolytische Beschädigung des Analyten und die Interaktion

der Analytenmoleküle untereinander, sowie zwischen den Analyten und dem Probenträger,

verhindern (Hillenkamp F et al., 1991). Zusammen mit dem Analyt bildet die Matrix einen so

genannten MALDI-plum.

Bei der MALDI TOF MS wird die Probe für wenige Nanosekunden mit kurzwelligem

Laserlicht bestrahlt. Das führt zu einer lokalen Auflösung der Festkörperoberfläche. Die

absorbierte Energie wird an die, in der Matrix eingebetteten, Probenmoleküle weitergegeben,

wodurch diese desorbiert und ionisiert werden. Demzufolge treten die Analytmoleküle in die

Gasphase über. Der ganze Prozess findet im Vakuum statt (Gut IG, 2001; Hillenkamp F et al.,

1991).

Eine negative Elektrode, die sich in geringem Abstand gegenüber der Probe befindet,

erzeugt ein elektrostatisches Feld. Positive Probenionen werden von der Probenoberfläche in

die Richtung des Analysators beschleunigt. Für die MALDI-Untersuchungen wird ein

Flugzeitmassenspektrometer als Analysator benutzt. Die Massenbestimmung erfolgt über die

genaue Messung der Zeit, die zwischen dem Start der Ionen in der Probe bis zum Eintreffen

am Detektor vergeht. Ionen mit unterschiedlichen Massen werden, bei gleicher kinetischer

Energie, in der Beschleunigungsstrecke auf unterschiedliche Geschwindigkeit gebracht. Bei

konstanter Beschleunigungsspannung und Flugstrecke lässt sich durch Messung der Flugzeit

der Ionen deren Masse bestimmen (Griffin TJ et Smith LM, 2000). Die Kalibrierung erfolgt
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über Referenzsubstanzen mit bekannten Massen. Typische Flugzeiten bei der MALDI TOF

MS liegen zwischen wenigen bis einigen 100 Mikrosekunden und die Driftstrecken sind 1-4

m lang (Abb. 2.2.).

Abb. 2.2.: Schematische Darstellung des Prinzips der MALDI TOF Massenspektrometrie nach Griffin TJ et al.

Durch das Verdampfen der Matrix mit Hilfe des Lasers wird das Oligonukleotid beschleunigt und bewegt sich

im feldfreien Flugrohr mit einer masse- und ladungsabhängigen Geschwindigkeit auf einen Detektorschirm zu.

Hier wurden die Abtrennung und die Detektion von zwei Oligonukleotiden M1 und M2 mit verschiedenen

Massen dargestellt.

Aufgrund der Entwicklung des MALDI TOF Massenspektrometers ist es möglich,

DNA-Fragmente in einer Größenordnung von 1000 bis 9000 Da, d.h. 3-30 Basen, mit einer

Genauigkeit von 0,1 % bis 0,01 % zu bestimmen, womit sich ein Massenbereich erschließt, in

dem eine SNP-Analyse mittels Primer-Extensionsprodukten durchgeführt werden kann. Die

passenden Reaktionsbedingungen und Primer wurden mit der SpectroDesigner Software (s.

Kapitel 3.2.2.) berechnet und die jeweiligen Allele der ausgewählten SNPs mit Hilfe von

MALDI TOF MS (Abb. 2.3.) analysiert.
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Abb. 2.3.: MALDI TOF MS Analyse der Primer-Extensions-Reaktion des SNPs rs4746154 [C/T] aus dem

CaMK2G Gen. A: zeigt den homozygoten Zustand des Allels T; B: zeigt den homozygoten Zustand des Allels C

und C: zeigt den heterozygoten Zustand. X Achse stellt die Masse dar und die Y Achse die Intensität.

Die Genotypisierung wurde gleichzeitig für mehrere SNPs (Multiplex Reaktion) in

einem 384-Well Format nach einem optimierten Protokoll durchgeführt. Dazu wurden die

Primer mit Hilfe der SpectroDesigner Software so aufgebaut, dass sich Produkte nach der

Masse unterscheiden (Abb. 2.4.). Damit wurden Überschneidungen verschiedener

allelspezifischen Produkten mit gleicher Masse im Massenspektrometer vermieden. Ein

weiteres Problem ist die mögliche schwache Signalintensität einzelnen Produkte. Um die

Signale deutlich erkennen und interpretieren zu können, müssen diese stärker als das

Grundrauschen des Spektrums sein. Deswegen wurde vor jeder Multiplexreaktion eine

Primeroptimierung mittels MALDI TOF MS durchgeführt. Ziel dieses Schrittes war

festzustellen, wie stark sich die Signalintensität der verwendeten Primer untereinander

unterscheidet (Abb. 2.5.). Die Menge des Primers mit dem stärksten Signal wurde, wie im

Standardprotokoll angegeben, beibehalten. Von den Primern mit niedrigerer Intensität wurde

entsprechend dem Verhältnis der Signalintensitäten mehr Primer eingesetzt. Auf dieser Weise

wurden ähnlich starke Signale für die verschiedenen Produkten erhalten.
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Abb. 2.4.: MALDI TOF MS Analyse einer Multiplexreaktion von sieben genotypisierten biallelischen SNPs:

Das Massenspektrum zeigt die Analyse der Primer-Extensionsreaktion für die SNPs rs7905574 [G/A] (rot

markiert), rs2271271 [G/A] (grün markiert), rs2193179 [C/T] (dunkel blau markiert), rs11000020 [G/A] (hell

blau markiert), rs7899959 [G/A] (dunkel rot markiert), rs10762483 [G/A] (hell grün markiert) und rs3809202

[G/A] (rosa markiert). Durch ein Sternchen wird der Massenbereich markiert, in dem die jeweiligen nicht

extendierten Primer detektiert wurden. X Achse stellt die Masse dar und die Y Achse die Intensität des Signals.
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Abb. 2.5.: MALDI TOF MS Analyse der Extensionsprimer für PSAP rs1811087, CaMK2G rs7908825, PSAP rs7912803, CaMK2G rs10824045, PSAP rs2854987, ST8SIA1

rs7970051, ST8SIA1 rs1012675, PSAP rs4747207, PSAP rs2854986, ST8SIA1 rs10492283, PSAP rs16913438. Verwendet wurden gleiche Mengen jedes Primers. Auf der X

Achse ist die Masse eingegeben und auf der Y Achse die Intensität des Signals.
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2.11. SNP-Genotypisierung mit Restriktionsendonukleasen

Zur SNP Genotypisierung bei kleiner Probandenanzahl wurden Typ II

Restriktionsendonukleasen verwendet. Diese Enzyme schneiden die amplifizierte DNA

Sequenz in Anwesenheit von Mg2+-Ionen. Die Reaktion wird an spezifischen, unmethylierten,

meist 4–8 bp langen Erkennungsstellen durchgeführt. Die Restriktionsenzyme werden so

ausgewählt, dass durch den SNP eine Schnittstelle für dieses Enzym neu entsteht oder

verloren geht. Abhängig von dem vorhandenen Allel ergeben sich DNA Sequenzen

unterschiedlicher Länge, die mittels Gelelektrophorese detektierbar sind (Lottspeich F und

Zorbas H, 1998).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Enzyme AluI, RsaI, AleI, MslI, AflIII und HaeII

verwendet.

2.12. Sequenzierung der PCR Produkte

Um unbekannte genomische Variationen insbesondere SNPs zu identifizieren, wurden

PCR-Produkte von 96 zufällig ausgewählten Patienten und 80 Kontrollen der Alzheimerstudie

sequenziert. Die Sequenzierungen erfolgten auf dem Kapillarsequenziergerät ABI Prism 3100

Genetic Analyser der Fa. Applied Biosystems (Weiterstadt, D). Hier wurde die Sanger

Sequenziermethode mit fluoreszensmarkierten Didesoxynukleotiden (ddNTPs) angewendet

(Sanger F et al., 1977). Nach der PCR wurden die gereinigten PCR-Amplifikate mit dem Big

Dye Terminator Cycle Sequencing Kit der Fa. Applied Biosystems (Weiterstadt, D) nach

folgendem Standardprotokoll sequenziert:

Menge: Substanz: Konzentration:

2 l aufgereinigtes PCR-Template

1 l BigDye™ Kit

1 l Sequenzierprimer (5pmol/µl)

1 l 5xPuffer

Tab. 2.8.: Standardprotokoll für die Sequenzierungsreaktion.
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Das Thermocycling fand auf dem PCR PTC 225 Tetrad Peltier Thermal Cycler der Fa.

MJ Research (Boston, USA) nach folgendem Temperaturprofil statt:

Zeit: Temperatur: Schritt:

10 s 95°C Initiale Denaturierung

10 s 94°C Denaturierung

15 s 50°C Annealing 30 Zyklen

4 min 60°C Extension insgesamt

Permanent 4°C Kühlung

Tab. 2.9.: Temperaturbedingungen für die Sequenzierungsreaktion.

Die Aufreinigung der Sequenzierprodukte wurde mittels Montagekits™ der Firma

Millipore (München, D) durchgeführt. Die aufgereinigten Sequenzierprodukte wurden in 25

µl Millipore-Puffer aufgenommen und in spezielle Mikrotiterplatten (Applied Biosystems,

Weiterstadt, D) überführt. Anschließend wurde der Sequenzierer mit diesen Platten beschickt.

Die Auftrennung der Sequenzierprodukte fand unter Standardbedingungen statt.

2.13. Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Durch die RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion) lässt sich die

Menge und Art der Gentranskription und damit auch der Genexpression bestimmter Gene

nachweisen. Da die eukaryotische mRNA nach ihrer Transkription bereits modifiziert und

gespleißt ist, kann aus cDNA die Aminosäurensequenz eines Proteins abgeleitet werden. Die

cDNA ermöglicht auch Informationen, ob dass dazugehörige Gen in verschiedenen Isoformen

exprimiert wird, d.h. die mRNA alternativ gespleißt wird.

Als erstes wird die RNA spezifisch revers transkribiert. Das eingesetzte Enzym

Reverse Transkriptase (RT), eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, ermöglicht die

Umschreibung der mRNA in eine ihr komplementäre einzelnsträngige DNA (cDNA) (Tab.

2.10. und 2.11.). Zur Initiation der cDNA Synthese wird Poly-(dT) Primer verwendet. Diese

binden an die Polyadenylierungssequenz und werden für die Umschreibung von mRNA

eingesetzt, während rRNA aufgrund des Fehlens eines Poly-(A) Schwanzes nicht revers

transkribiert wird (Malhotra K et al., 1988; Ando T et al., 1997).

http://de.wikipedia.org/wiki/Reverse_Transkriptase
http://de.wikipedia.org/wiki/Reverse_Transkriptase
http://de.wikipedia.org/wiki/Polymerase-Kettenreaktion
http://de.wikipedia.org/wiki/Transkription_%28Biologie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Splicing
http://de.wikipedia.org/wiki/Aminos%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
http://de.wikipedia.org/wiki/Isoform
http://de.wikipedia.org/wiki/Expression
http://de.wikipedia.org/wiki/Alternatives_Splicing
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Menge: Substanz: Konzentration:

6 l RNase free H2O

5 l RNA je 1-2 g pro Ansatz

1 l Poly-(dT) Primer 0,5 g/l

4 l 5x Reaction Puffer 250mM Tris-Hcl, 250mM MgCl2,

50mM DTT

1 l RNase Inhibitor 20 U/l

2 l dNTP-Mix 10mM von jedem dNTP

5 l RevertAid H¯ Reverse Transkriptase 200 U/l

Tab. 2.10.: Ansatz für die cDNA Synthese.

Zeit: Temperatur: Schritt:

5 min 70°C Denaturierung

5 min 37°C Inkubation

60 min 42°C Reverse Transkription

10 min 70°C Inaktivation des Enzymes

Tab. 2.11.: Temperaturbedingungen für die cDNA Synthese (Fermantas GmbH, St. Leon-Rot, D).

Im Anschluss wird aus der cDNA mittels PCR spezifisch die gewünschte Sequenz

amplifiziert. Dafür wurden die Gen-spezifischen Primer und DNA Polymerase benötigt. Die

Produkte werden anschließend auf dem Agarosegel detektiert. Falls die mRNA alternativ

gespleißt wird, werden auf dem Gel unterschiedlich große Produkte sichtbar.

Teilweise wurde RT PCR nach dem optimierten Protokoll mittels One Step Kit von

der Firma Invitrogen (Karlsruhe, D) durchgeführt (Tab. 2.12.). Für diese Reaktion wurden

genspezifische Primer benötigt (10 M).

http://de.wikipedia.org/wiki/Alternatives_Splicing
http://de.wikipedia.org/wiki/Alternatives_Splicing
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Zeit: Temperatur: Schritt:

30 min 55°C cDNA Synthese

2 min 94°C Inaktivierung des RT-Enzymes,

Aktivierung der DNA Polymerase,

Denaturierung der cDNA

15 s 94°C Denaturierung

30 s 54-60°C Annealing

1 min 68°C Elongation

5 min 68°C Finale Elongation

Tab. 2.12.: Temperaturbedingungen für die One-Step RT-PCR.

2.14. Aufreinigung der RT-PCR-Produkte

RT-PCR Produkte wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem Gelextraction-Kit

NucleoSpin® Extract II von der Firma Macherey-Nagel GmbH & Co. KG aufgereinigt. Der

Kit wurde nach der Herstellerangabe eingesetzt. Das Prinzip dieser Reinigung beruht auf einer

Bindung der DNA an eine Silikagel-Membran. Die DNA wurde anschließend im Puffer

gelöst und sequenziert (s. Kapitel 2.12.).

2.15. Kongorot-Färbung

Aβ-Proteinablagerungen in Plaques und Gefäßen lassen sich durch die

Kongorotfärbung (Puchtler H et al., 1965) nachweisen. Die immunologisch nachweisbaren

fibrillären Aβ-Komponenten zeigen eine spezifische Rotfärbung, die im polarisierten Licht

grün-gelblich aufleuchtet.

Die Plaques wurden anschließend bei hundertfacher Vergrößerung ausgezählt, nach

den CERAD (Consortium to Establish a Registry of Alzhiemer’s Disease) Kriterien (Mirra SS

et al., 1991) in die Gruppe A, B oder C (s. Kapitel 7.1.4.) eingeteilt und mit den

Genotypisierungsdaten verglichen (persönliche Mitteilung Frau Dr. Frauke Neff).
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2.16. Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen für die Gene CaMK2G, VCL, AP3M1 und ST8SIA1 wurden

von der Autorin dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Simon M Laws und Herrn

PD Dr. Jakob Müller durchgeführt. Die statistische Auswertung für das PLAU Gen wurde von

Herrn PD Dr. Stefan Wagenpfeil und Frau Prof. Dr. Heike Bickeböller vorgenommen und

freundlicherweise zur Verfügung gestellt.

2.16.1. Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE)

Um Genotypisierungsfehler ausschließen zu können, wurde die Kontrollgruppe für

jeden SNP mit dem χ2 Test auf Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE)

getestet. In der weiteren statistischen Auswertung wurden nur die jenigen SNPs betrachtet,

deren Genotypvertelungen keine signifikante Abwechung vom HWE (p>0,05) gezeigt haben.

Der Test auf HWE wurde nur für die SNPs mit ausreichender Genotypisierungseffizienz (≥

95%) durchgeführt.

2.16.2. Der allelische Test und Genotyptest

Die Assoziation zwischen Allel-, bzw. Genotypverteilung jedes SNPs und AD-

Phänotyp wurde mittels Logistischer Regression getestet. Dazu wurden Geschlecht und

Erkrankungsalter (Age of Onset) als Kovariaten einbezogen. Der allelische Test wurde mit

SPSS durchgeführt und für den Genotyptest wurde STATA verwendet. Die Korrektur für

multiples Testen wurde unter Verwendung vom Bonferroni-Test durchgeführt.

Die Genotypisierungsergebnisse der Geschwisterpaarstudie für das PLAU Gen wurden

mittels Sib Transmission / Disequlibrium Test (S-TDT) (Spielman RS et Ewens WJ, 1998)

auf eine Assoziation mit AD getestet. S-TDT ist eine modifizierte Version des Transmission /

Disequlibrium Tests (TDT) (Spielman RS et al., 1993). Durch den TDT wird überprüft, ob

heterozygote Eltern ein mit der Erkrankung assoziiertes Allel signifikant häufiger an ihre

erkrankten Kinder weitergeben, als nach den Mendelschen Regeln zu erwarten ist, wenn keine

Kopplung bzw. Assoziation besteht. Bei Krankheiten mit spätem Krankheitsbeginn tritt das

Probleme fehlender Information der Eltern auf. In diesem Fall wurde der S-TDT angewendet.

Es wird verglichen, ob erkrankte Geschwister überzufällig häufig ein spezifisches Markerallel



2. Methoden

44

besitzen als nicht erkrankte Geschwister. Statistische Auswertung der Genotypisierungsdaten

der Geschwisterpaarstudie für das Gen ST8SIA1 wurde mittels Family-Based Association Test

(FBAT) durchgeführt. Die FBAT-Methode wurde als eine Verallgemeinerung des TDT für

Kernfamilien mit erkrankten und gesunden Geschwistern, Mehrgenerationenfamilien sowie

quantitative und qualitative Phänotypen so konstruiert, dass die Robustheit gegenüber

Populationsstratifikation erhalten blieb.

2.16.3. Haplotypberechnung und Linkage Disequilibrium Struktur

Die Haplotypschätzung und die Haplotypenanalyse wurden mittels im Haploview

(Barrett JC et al., 2005) implementierten EM Algorithmus durchgeführt. Mittels dieses

Programmes wurden die Frequenzen der Haplotypkombinationen berechnet und die

Assoziationen mit AD getestet. Die Korrektur für multiples Testen wurde unter Verwendung

vom Bonferroni-Test durchgeführt.

Als Maß für paarweises Linkage Disequlibrium (LD) zwischen jedem möglichen Paar

von SNP Loci wurden Lewontin’s disequilibrium Koeffizient D’ und der quadrierte

Korrelationskoeffizient r² berechnet und mit dem Softwarepaket Haploview dargestellt.

2.16.4. Zwei- und Dreilocushaplotypenanalyse

Die Zwei- bzw. Dreilocushaplotypenanalyse erfolgte mit dem Softwarepaket

Haploview für je zwei bzw. drei benachbarte SNPs. Für jede Haplotypkombination wurden

die Frequenzen berechnet und anschließend einen Assoziationtest durchgeführt.

2.16.5. Two-sided Mann-Whitney U Test

Die Unterschiede in der Plaqueanzahl wurden für die An-, bzw. Abwesenheit des

Risikoallels T im PLAU SNP rs2227564 mittels two-sided Mann-Whitney U Test analysiert.

Dieser Test ist ein Homogenitätstest. Er dient zur Überprüfung der Signifikanz der

Übereinstimmung zweier unabhängiger Stichproben A und B. Der Test funktioniert einseitig

oder zweiseitig. Beim einseitigen Test wird geprüft, ob A > B bzw. A < B ist, beim

zweiseitigen Test wird geprüft, ob A = B ist.
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3. Material

3.1. Geräte und Chemikalien

3.1.1. Geräte

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Geräte, die in der Tabelle 3.1. aufgelistet sind,

eingesetzt.

Material: Typ und Hersteller:

Pipetten Eppendorf Pipetten (Eppendorf AG, Hamburg, D)

Gilson Pipetten (Gilson Company Inc, Lewis Center, USA)

Brand Pipetten (Brand GmbH + Co KG, Wertheim, D)

Tischzentrifuge Zentrifuge 5415 D (Eppendorf AG, Hamburg, D)

Vortexer MS2 Minishaker (IKA-Works, Wilmington, USA)

Gelelektrophoreseapparatur Power Pack PL (Biometra GmbH, Göttingen, D)

Power Pac 3000 (Bio-Rad Lab. GmbH, München, D)

Sunrise™, horizontal Gel Electrophoresis Apparatus

(GibcoBRL, Life Technologies, Karlsruhe, D)

Sub cell Model 192 (Bio-Rad Lab. GmbH, München, D)

Gel-Dokumentationssystem UVT-40M Transilluminator (Herolab, Wiesloch, D)

Mighty Bright UVTM Transilluminator (Hoefer Inc.,

San Francisco, CA, USA)

E.A.S.Y 429 K Kamera (Herolab, Wiesloch, D)

Hoefer’s PhotoMan (Hoefer Inc., CA, USA)

Kühlzentrifuge (für Platten) Sigma 4K15C (Sigma laborzentrifugen, Osterode, D)

Rotanda 46RS (Hettich, Darmstadt, D)

Zentrifuge 5810 R (Eppendorf AG, Hamburg, D)

Mikrowelle Siemens 32L (Siemens, München, D)

Photometer Ultrospec 3100 pro (Biochrom Ltd., Cambridge, UK)

Smart Spec™ (Bio-Rad Lab. GmbH, München, D)

Reinstwasseranlage UltraClear UV (SG Wasseraufbereitung und Regenerisation

GmbH, Barsbüttel, D)

Millipore RiOs™ 8 (Millipore, Billerica, Mass., USA)
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Massenspektrometer Autoflex (Bruker Franzen Analytik GmbH, Bremen, D)

Blockthermostat Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg, D)

BT 130-2 (HLC Haep Labor Consult, Bovenden, D)

Spotter SpectroPoint™ Nanoliter Pipetting System

(SEQUENOM GmbH, San Diego, CA, USA)

PCR Cycler PCR PTC 225 Tetrad, Peltier Thermal Cycler (MJ-Research,

Boston, USA)

Gene Amp™ PCR System 9700 (Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA)

Primus 96 Plus (MWG-Biotech AG, Ebersberg, D)

Pipettierroboter Genesis RSP 150 Work Station (Tecan AG, Crailsheim, D)

Multimek 96 Automated 96-Channel Pipettor (Beckman

Coulter, Fullerton, USA)

Temo (Tecan AG, Crailsheim, D)

Miniprep 75 (Tecan AG, Crailsheim, D)

DNA-Sequenzierer ABI-Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA)

Waage BL 610 (Sartorius AG, Göttingen, D)

BP 121 S (Sartorius AG, Göttingen, D)

Eismaschine AF 30 (Scotsman, Mailand, I)

Schüttler Taumelschüttler Unitwist 3D (UniEquip Laborgeräte +

Vertriebs GmbH, München, D)

ROTO-Shake Genie (Scientific Industries, Inc Bohemia, USA)

Rocky (Fröbel GmbH, Lindau, D)

Homogenisator Ultra-Turrax T8 (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, D)

T8.01 Netzgerät (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, D)

Tab. 3.1.: Liste der verwendeten Geräte und deren Hersteller.
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3.1.2. Reagenzien, Lösungen, Puffer und Kits

In der Tabelle 3.2. sind die Materialien, deren Hersteller, sowie der Verwendungszweck

aufgelistet.

Material: Methode: Hersteller:

Puregene DNA Isolation Kit DNA Isolation Gentra, Mineapolis, USA

TE Puffer

[(Hydroxylmethyl)Aminomethan-

Ethylendiaminotetraacetyl-Säure]

DNA Verdünnung Gentra, Mineapolis, USA

Isopropanol DNA und RNA

Isolation

Sigma-Aldrich, Osterode, D

Ammoniumacetatlösung DNA Isolation Apotheke der KRI der TUM

RNeasy Lipid Tissue Mini Kit RNA Isolation Qiagen GmbH, Hilden, D

10x PCR Puffer PCR Qiagen GmbH, Hilden, D

25mM MgCl2 PCR Qiagen GmbH, Hilden, D

dNTPs PCR Paqlab, Erlangen, D

NucleoSpin® Extract II Kit Aufreinigung der

PCR-Produkte

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,

Düren, D

One Step RT PCR Kit RT PCR Invitrogen, Karlsruhe, D

Agarose Ultra Pure Gelelektrophorese Paqlab, Erlangen, D

TBE Laufpuffer (Tris-Borat-Puffer) Gelelektrophorese Merck KGaA, Darmstadt, D

Ethidiumbromid Gelelektrophorese Bio-Rad Lab. GmbH, München, D

DNA Ladepuffer für Agarosegele Gelelektrophorese Bio-Rad Lab. GmbH, München, D

Längestandard für DNA

Agarosegel

Gelelektrophorese Bio-Rad Lab. GmbH, München, D

RNA Ladepuffer für Agarosegele Gelelektrophorese Sigma-Aldrich, Osterode, D

MOPS Puffer Gelelektrophorese Sigma-Aldrich, Osterode, D

Formaldehyd Gelelektrophorese Sigma-Aldrich, Osterode, D

hME Puffer hME Sequenom GmbH, San Diego, CA,

USA

MassEXTEND™ Nucleotide

Tri-Mix Pack

hME Sequenom GmbH, San Diego, CA,

USA
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Spectro CLEAN Aufreinigungskit Aufreinigung der

hME-Produkte

Sequenom GmbH, San Diego, CA,

USA

Kalibrant Spotten Sequenom GmbH, San Diego, CA,

USA

5x Puffer Sequenzierung Applied Biosystems, Foster City,

CA, USA

ABI PRISM® BigDye™

Terminator Sequencing Kit

Sequenzierung Applied Biosystems, Foster City,

CA, USA

LiChrosolv Sequenzierung Merck KGaA, Darmstadt, D

HPLC grade Sequenzierung Merck KGaA, Darmstadt, D

Montagne Aufreinigungskit Sequenzierung Millipore, Billerica, Mass., USA

Paraffin Waldeck GmbH & Co KG,

Münster, D

Essigsäure Merck KGaA, Darmstadt, D

Ethanol Merck KGaA, Darmstadt, D

Natriumhypochlorid Sigma-Aldrich, Osterode, D

Natrium Hydroxid Merck KGaA, Darmstadt, D

Natrium Acetate Merck KGaA, Darmstadt, D

Ethylendiamintetraessigsäure

(EDTA) Dinatriumsalz

Merck KGaA, Darmstadt, D

Tab. 3.2.: Liste der verwendeten Materialien, deren Hersteller und der eingesetzten Methoden.
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3.1.3. Enzyme

In der vorliegenden Arbeit verwendete Enzyme, sowie deren Hersteller sind in der

Tabelle 3.3. dargestellt.

Material: Hersteller:

HotStar Taq DNA Polymerase Qiagen GmbH, Hilden, D

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Sequenom GmbH, San Diego, CA, USA

Thermosequenase Sequenom GmbH, San Diego, CA, USA

AmpliTaq DNA Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

AleI New England BioLabs Inc., Ipswich, MA, USA

AluI New England BioLabs Inc., Ipswich, MA, USA

MslI New England BioLabs Inc., Ipswich, MA, USA

RsaI New England BioLabs Inc., Ipswich, MA, USA

RevertAid H¯ Reverse Transkriptase Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D

SuperScript™ II Reverse Transkriptase/

Platinum® Taq Mix

Invitrogen, Karlsruhe, D

Tab. 3.3.: Liste der verwendeten Enzyme und deren Hersteller.

3.1.4. Oligonukleotide

PCR- und Sequenzier-Primer wurden von Metabion GmbH (Martinsried, D), Invitrogen

(Karlsruhe, D) und MWG-Biotech AG (Ebersberg, D) synthetisiert. Diese wurden HPLC-

gereinigt und MALDI TOF MS dokumentiert. Alle PCR-Primer, die für MALDI TOF MS

benutzt wurden, wurden mit einem hME-Tag (5´-ACGTTGGATG-3`) versehen. Eine Liste mit

den verwendeten Primern befindet sich im Anhang (s. Kapitel 7.2.).
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3.2. Software

3.2.1. Pipettierrobotiksoftware

 Gemini 3.5 (Visual Basic Programme), Tecan, Crailsheim, D

 Bioworks, Beckmann Coulter, Fullerton, USA

3.2.2. MALDI TOF MS Software

 SpectroTyper RT™, Sequenom GmbH, San Diego, CA, USA

 MassARRAY Typer, Sequenom GmbH, San Diego, CA, USA

 SpectroREADER, Sequenom GmbH, San Diego, CA, USA

 Pintool Software, Sequenom GmbH, San Diego, CA, USA, RoboDesign USA

 SpectroDesigner™ 2.1, Sequenom GmbH, San Diego, CA, USA

 SpectroImporter Sequenom GmbH, San Diego, CA, USA

3.2.3. Software für Primerdesign und Bestimmung der PCR-Bedingungen

 VectorNTI Suite 6.0, VectorNTI Suite 7.0 und VectorNTI Advance 9.0

 SpectroDesigner™ , Sequenom GmbH, San Diego, CA, USA

 FastPCR © v. 4.0

 NCBI BLAST (http://130.14.29.110/BLAST/)

 Human BLAT Search (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat)

3.2.4. Software für die Analyse genomischer DNA-Sequenzen

 VectorNTI Suite 6.0, VectorNTI Suite 7.0 und VectorNTI Advance 9.0

 NEBcutter V 2.0, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

http://130.14.29.110/BLAST/
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3.2.5. Sequenzierungsoftware

 VectorNTI Suite 6.0, VectorNTI Suite 7.0 und VectorNTI Advance 9.0

 DNA Sequencing Analysis Software™ Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Version 3.6.1

 3100 Data Collection Software™ Version Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

3.2.6. Datenbanken

 National Center of Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

 ensEMBL (http://www.ensembl.org)

 CHIP Bioinformatics Tools (http://www.snpper.chip.org/)

 Celera (http://www.celeradiscoverysytem.com/)

 HapMap (http://www.hapmap.org/)

 NeoRef TAMAL (http://neoref.ils.unc.edu/tamal/)

 UCSC Genome Bioinformatics (http://www.genome.ucsc.edu/)

 Gene Regulation Biobase (http://www.gene-regulation.com/)

 NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/)

 Alternative Splicing Annotation Project (ASAP)

(http://www.bioinformatics.ucla.edu/ASAP/)

 ProSplicer (http://www.prosplicer.mbc.nctu.edu.tw/)

 SpliceInfo (http:// spliceinfo.mbc.nctu.edu.tw/)

 ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE/)

 European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/)

 Alzheimer Research Forum (http://www.alzforum.org/)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ensembl.org/
http://snpper.chip.org/)
http://celeradiscoverysytem.com/
http://www.genome.ucsc.edu/
http://www.gene-regulation.com/
http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php
http://www.bioinformatics.ucla.edu/ASAP/
http://prosplicer.mbc.nctu.edu.tw/
http://spliceinfo.mbc.nctu.edu.tw/
http://rulai.cshl.edu/tools/ESE/
http://www.ebi.ac.uk/
http://prosplicer.mbc.nctu.edu.tw/
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3.2.7. Statistische Programme

 Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), Version 10.0

 Haploview, Version 3.32

 STATA

 SimHap Beta Release, Version 2.1 B

 Haplo Stats, Version 1.2.1



4. Probanden

53

4. Probanden

4.1. Probandenauswahl und Einschlußkriterien

Die in dieser Arbeit untersuchten Probanden wurden in Universitätskliniken in

Deutschland, Italien, Schweden und Australien rekrutiert und phänotypisiert.

Bei der Probandenauswahl waren die folgenden Einschlußkriterien von Bedeutung:

1. Aus ethischen und juristischen Gründen muss für jeden Proband eine schriftliche

Einverständniserklärung vorliegen. Bei den betroffenen Probanden wurde diese von

ihren Betreuern unterschrieben.

2. In der Münchener Probandengruppe sind nur deutschstämmige Probanden

eingeschlossen. Dadurch wurde für mögliche ethnische Unterschiede des Genotyps

und des Phänotyps per Studiendesign kontrolliert.

3. Phänotypisierung auf der Grundlage der Kriterien, die in Kapitel 2.1. beschrieben

wurden.

Nachfolgend wird die Probandenauswahl für die einzelnen Substudien beschrieben.

4.2. Alzheimer Studien

4.2.1. Initiale Fall-Kontroll-Studie aus München

Die Probanden für die Münchner Studiengruppe wurden in der Klinik für Psychiatrie

und Psychotherapie der TUM, Klinikum rechts der Isar rekrutiert. Die Diagnose wurde nach

den vorher genannten Kriterien festgestellt. Zu Beginn dieser Arbeit lag die DNA von

insgesamt 679 Probanden (422 AD Patienten und 257 Kontrollen) vor und wurde zur

Genotypisierung des PLAU Gens benutzt. Im weiteren Verlauf der Studie wurde die DNA

von 24 zusätzlichen Probanden (18 AD Patienten und 6 Kontrollen) zur Verfügung gestellt

und für die Genotypisierung der restlichen Gene (CaMK2G, VCL, AP3M1 und ST8SIA1)

verwendet.
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4.2.2. Fall-Kontroll-Studien für die Replikation

Die aus dem Münchner Kollektiv identifizierten signifikanten Assoziationsergebnisse

wurden in vier zusätzlichen Fall-Kontrollstudien repliziert. Für die Replikation der PLAU

Ergebnissen wurden Probanden aus Bonn (Deutschland), Brescia (Italien) und Perth

(Australien) genotypisiert und statistisch ausgewertet.

Über die Klinik für Psychiatrie und Psychotherapie der Friedrich Wilhelms Universität

in Bonn wurden 282 Probanden (109 AD Patienten und 173 Kontrollen) rekrutiert,

anschließend deren DNA extrahiert und im GSF Forschungszentrum für Umwelt und

Gesundheit in Neuherberg bei München genotypisiert.

Die Alzheimer-Studie aus Brescia (Italien) umfasste insgesamt 219 Probanden, davon

120 AD Fälle und 99 Kontrollen. Diese wurden in der Neurologischen Klinik der Universität

Brescia rekrutiert und phänotypisiert.

In der Zusammenarbeit mit Sir James McCusker Alzheimer’s Disease Research Unit,

Hollywood Private Hospital in Perth (Australien) und School of Psychiatry and Clinical

Neurosciences, University of Western Australia in Perth wurde die DNA von 557 weiteren

Probanden (219 AD Patienten und 338 Kontrollen) für die PLAU- Replikation zur Verfügung

gestellt. Die Anzahl der genotypisierten Probanden bei den restlichen Genen wurde auf 539

reduziert (davon 224 AD Patienten und 315 Kontrollen). Grund hierfür war unzureichende

DNA Menge.

Weitere 882 Probanden (252 an AD erkrankte Patienten und 630 Kontrollen) wurden

in die Replikation der signifikanten Ergebnisse von zwei Genen (CaMK2G und ST8SIA1)

einbezogen. Diese Probanden wurden im Karolinska Institut in Stockholm (Schweden)

rekrutiert und phänotypisiert.

4.2.3. Geschwisterpaar Studie

Die Probanden für die Geschwisterpaarstudie wurden in Zusammenarbeit mit 21

Kliniken (s. Tab. 4.1.) in Bayern rekrutiert und phänotypisiert. Zusätzlich wurden Probanden

durch die Presse aufgerufen, sich an der Studie zu beteiligen. Die Auswahl der

Geschwisterpaare erfolgte anhand mindestens eines erkrankten Geschwisters, bei dem AD

nach NINCDS-ADRDA Kriterien diagnostiziert wurde.
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In der Replikationsanalyse wurden 287 Familien mit insgesamt 745 Probanden (davon

301 AD Patienten und 444 gesunde Geschwister) erfasst.

1. Klinik für Psychiatrie und Psychotherapie der TUM, Klinikum rechts der Isar

2. Psychiatrische Klinik, Agatharied

3. Bezirkskrankenhaus Ansbach, Klinik für Psychiatrie und Psychotherapie

4. Psychiatrische Klinik, Bezirkskrankenhaus Augsburg

5. Neurologische Klinik, Bad Aibling

6. Bezirkskrankenhaus Bayreuth, Klinik für Psychiatrie und Psychotherapie

7. Klinik für Psychiatrie, Bezirkskrankenhaus Gabersee

8. Bezirkskrankenhaus Günzburg, Fachkrankenhaus für Psychiatrie

9. Psychiatrische Klinik am Klinikum Ingolstadt

10. Bezirkskrankenhaus Kaufbeuren, Fachkrankenhaus für Psychiatrie

11. Bezirkskrankenhaus Landshut, Klinik für Psychiatrie und Psychotherapie

12. Bezirkskrankenhaus Lohr am Main, Krankenhaus für Psychiatrie und Psychotherapie

13. Psychiatrische Klinik, Bezirksklinikum Mainkofen

14. Neurologische Klinik, Städt. Krankenhaus Bogenhausen in München

15. Abteilung für Akutgeriatrie, Krankenhaus Neuperlach in München

16. Klinik und Poliklinik für Psychiatrie der Universität Regensburg

17. Bezirkskrankenhaus Taufkirchen

18. Universitätsklinikum Ulm, Poliklinik für Neurologie

19. Bezirkskrankenhaus Schloss Werneck

20. Bezirkskrankenhaus Haar in München

21. Universitätsklinik Freiburg

Tab. 4.1.: Die beteiligten Kliniken an der Geschwisterpaarstudie.
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5. Ergebnisse

5.1. Analyse der SNPs auf dem Chromosom 10

5.1.1. Genotypisierung der SNPs auf dem Chromosom 10

In dieser Arbeit wurden 93 SNPs in dem ca. 362 kb großen chromosomalen Bereich

10q22-10q23 auf eine Assoziation mit AD getestet (Abb. 5.1., Tab. 5.1.). Die Analyse wurde

in zwei Schritten durchgeführt. Nachdem die erste statistische Analyse, die 36 PLAU-SNPs

umfasste, auf eine starke Assoziation zwischen dem funktionellen SNP rs2227564 im Exon 6

und AD hinwies, wurden auch die SNPs in den benachbarten Genen CaMK2G, VCL und

AP3M1 analysiert. Ziel war es, die LD-Blockgrenzen zu bestimmen und eventuelle neue

kausale SNPs zu finden. Der Abstand zwischen den genotypisierten exonischen SNPs betrug

ca. 200 Basen, bzw. ca. 2 bis 10 kb zwischen den intronischen SNPs (s. Abb. 5.1. und Tab.

5.1.).
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Abb. 5.1.: Schematische Darstellung der genotypisierten Region auf dem Chromosom 10. Hier werden nur polymorphe SNPs dargestellt.
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Gen SNP ID NCBI SNP ID Celera Position
build 123

Position im Gen Typ

rs7908825 75224547 3’ UTR G/C
rs2271271 75228873 3’ UTR A/G
rs4691 75231922 3’ UTR T/C
rs4114992 75236835 3’ UTR A/G
rs1044612 hCV7464706 75242917 Exon 21 C/T
rs2306328 hCV3114927 75249516 Intron 17 T/C
rs11000787 hCV3114928 75254389 Intron 15 C/T
rs10824037 hCV11640055 75258884 Intron 14 G/A
rs10458656 hCV3114929 75262668 Intron 14 A/G
rs2459446 hCV3114937 75271602 Intron 12 C/T
rs2254266 hCV11640060 75271694 Intron 12 T/C
rs2242258 hCV16273470 75277174 I9 - E10 boundary T/C
rs2688626 hCV1547760 75281096 Intron 5 A/G
rs2250140 hCV16054232 75282887 I4 – E4 boundary C/T
rs2664282 hCV16269462 75290763 Intron 2 C/T
rs2664283 hCV16269463 75296379 Intron 2 C/T
rs4746154 hCV28026538 75299402 Intron 2 G/A
rs2688625 hCV16054242 75301554 Intron 2 C/T
rs2675671 hCV27069353 75302766 Exon 2 T/C

hCV27069354 75303245 Intron 1 T/C

C
a
M

K
2
G

rs2675668 75306154 Promotor A/G
rs2633303 75315888 Intergenische Region T/G
rs2688617 75316153 Intergenische Region T/A
rs2675677 75318255 Intergenische Region A/C
rs2675675 75319054 Intergenische Region A/G
rs2633306 75322453 Intergenische Region C/A
rs2688611 75323378 Intergenische Region T/G
rs2688610 75324937 Intergenische Region A/G
rs10762566 75327866 Intergenische Region G/A
rs2675680 75328870 Intergenische Region C/T
rs2675663 75330276 Intergenische Region G/T
rs2688607 75333742 Promotor G/A
rs2633298 75336345 Promotor G/C
rs2459449 hCV16240074 75339019 Promotor C/T
rs2227551 hCV16273464 75339196 Promotor T/G
rs2227552 hCV3155396 75339325 Promotor T/C
rs2227579 hCV15956025 75341295 Exon 2 C/T
rs2227580 hCV15956024 75341362 Exon2, Coding Seq G/T
rs1916340 hCV11458603 75341404 I2/E3 boundary G/T
rs2227581 hCV25473009 75341881 I3/E4 boundary G/A
rs2227557 hCV15955960 75342236 Intron 4 C/T
rs2227561 hCV26165615 75342591 I4 - E5 boundary G/A
rs2227562 hCV15962130 75342967 I5 - E6 boundary G/A
rs2227564 hCV26165616 75343107 Exon6, Coding Seq C/T
rs1050120 75343484 Exon7, Coding Seq C/G

P
L

A
U

rs2227567 hCV26165618 75343754 Exon8, Coding Seq A/C
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rs2227568 hCV26165619 75343885 Exon8, Coding Seq C/T
rs2227582 hCV15956015 75344258 Intron 8 T/C

hCV3155394 75344555 Exon 9 G/A
rs1050122 75345124 Exon10, Coding Seq G/A
rs3805118 hCV27491394 75346226 Exon11, Coding Seq G/T
rs4065 hCV3155393 75346470 Exon 11 T/C
rs2461863 75350242 3’UTR T/C
rs2688619 75352182 3’UTR G/A
rs2633314 75353596 3’UTR T/C
rs2633313 75353871 3’UTR T/C
rs2633317 75360274 Intergenische Region G/A
rs2633322 75363938 Intergenische Region C/T
rs2633323 75364832 Intergenische Region A/G
rs2688624 75365730 Intergenische Region G/T
rs7098545 75375433 Intergenische Region A/G
rs7072422 75381839 Intergenische Region G/A
rs4007235 75388554 Intergenische Region T/A
rs4745727 75411463 Intergenische Region A/G
rs7914216 75426186 Promotor G/A
rs11814544 hCV473025 75435723 Intron 1 C/G
rs7075862 75453139 Intron 1 A/G
rs4745730 hCV377375 75463378 Intron 1 C/T
rs4268450 hCV48406 75488081 Intron 2 A/T
rs7894127 hCV28957060 75499530 Intron 2 G/A

hCV16171062 75504652 Exon 6 T/C
rs2270548 hCV15957824 75512158 I6 - E7 boundary G/A
rs1908339 hCV11476782 75513106 I7 – E8 boundary A/T
rs10824069 hCV2025438 75523802 Intron 10 T/C
rs7904077 75524224 Exon 11 C/T
rs4746172 75525848 Intron 12 T/C
rs2131959 hCV2025443 75534378 Intron 15 C/G

V
C

L

rs767809 hCV8726778 75535071 Exon 16 A/G
rs2131956 hCV25473551 75541741 Intron 18 / 3’UTR G/C

hCV2025446 75542757 Intron 18/ 3’UTR C/T
rs1874148 hCV11476998 75544421 Intron 19 / 3’UTR A/G
rs6480716 hCV28954212 75545800 Intron 20 / 3’UTR G/A
rs7922894 hCV2025452 75546015 Intron 20 / 3’UTR T/C
rs703258 hCV2025454 75549517 Exon 21 / 3’UTR A/T
rs6688 hCV2025461 75551682 3’UTR / Exon 10 A/G
rs1908331 hCV11477009 75555823 3’UTR / I8-E8 bound G/A

V
C

L
/A

P
3

M
1

rs2270549 hCV15957872 75555885 3’UTR / I8-E8 bound C/G
hCV26677077 75559909 Intron 5 G/A
hCV25936664 75563640 Intron 5 G/A

rs6480720 hCV29196795 75575618 Intron 1 / Prom ADK G/A
rs3829129 hCV27523068 75580567 Exon 1 G/A
rs2894228 75582637 Promotor C/TA

P
3
M

1

rs6480721 75586867 Promotor A/G
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Tab. 5.1: Ausgewählte SNPs auf dem Chromosom 10. Monomorphe SNPs sind grau markiert. SNPs rs2227579,

rs2633323 und rs2688611 wurden keine ausreichende Genotypisierungseffizienz erzielt und deshalb wurden sie

aus den sich anschließenden statistischen Tests ausgeschlossen.

5.1.1.1. PLAU

Das PLAU Gen befindet sich in der Region 10q24 und erstreckt sich über einen ca. 6,5

kb-großen Bereich. Es besteht aus 11 Exons und wird in die Richtung des Telomers

transkribiert. PLAU ist an der Prozessierung des Plasmins beteiligt und damit für den Abbau

des Aβ zuständig. Demzufolge wurde PLAU als ein funktionelles Kandidatengen für AD

diskutiert. Nach mehreren Datenbankrecherchen wurden 36 SNPs ausgewählt, von denen 23

SNPs im Münchner Kollektiv als polymorph bestätigt wurden und eine ausreichende

Genotypisierungseffizienz (GE) erzielten (Abb. 5.2., Tab. 5.2.). Abweichungen vom HWE

waren nicht festzustellen, so dass kein Hinweis auf mögliche Genotypisierungsfehler vorliegt.

Der anschließende allelische Test wies auf eine Assoziation zwischen mehreren SNPs und

AD hin. Das stärkste Assoziationssignal war für den exonischen SNP rs2227564 zu finden

(p=0,02). Eine detaillierte Analyse nach dem Erkrankungsalter (Age of Onset) zeigte bei den

Patienten mit EOAD einen steigenden p-Wert von 0,001. Jedoch war keine Signifikanz bei

Patienten mit LOAD nachweisbar (p=0,517). Das Risikoallel für den SNP rs2227564 war das

Minor Allel T. Weitere signifikante p-Werte wurden bei den SNPs rs2227562 im Intron 5

(p=0,019) und rs2227568 im Exon 8 (p=0,033) nachgewiesen. Im Gegensatz zum SNP

rs2227564, zeigten die SNPs rs2227562 und rs2227568 in den detaillierteren Analysen nur

bei den Patienten mit LOAD signifikante p-Werte (p=0,04 für der SNP rs2227562 und p=0,05

für den SNP rs2227568). Zudem wurden bei beiden SNPs Major Allele (G bzw. C) als

Risikoallele bestätigt. Diese Allele zeigten eine Risikovariante mit einer Frequenz von ca.

86% bzw. eine seltene Schutzvariante mit einer Frequenz von ca. 14%. In der 3’UTR Region

zeigten drei SNPs (rs2461863, rs2688619 und rs2633313) eine Assoziation mit AD. Diese

war bei den LOAD Probanden deutlicher ausgeprägt und wurde durch das Major Allel

verursacht.

Die Ergebnisse des allelischen Tests für alle genotypisierten SNPs im Münchner

Kollektiv sind in der Tabelle 5.2. dargestellt.
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Abb. 5.2.: Schematische Darstellung des PLAU Gens. Auf der Abbildung sind die Exons mit grünen Balken dargestellt. Der signifikante SNP rs2227564 wurde rot markiert,

restliche polymorphe SNPs schwarz und die monomorphen SNPs grau.
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SNP ID Minor Allel ν
(Ko./Fälle)

GE
(%)

HWE p-Wert für das gesamte
Kollektiv

p-Wert für EOAD p-Wert für LOAD

rs2675675 0,251 / 0,234 95,8 0,101 0,490 0,947 0,366
rs2633306 0,255/ 0,251 97,1 0,232 0,879 0,670 0,728
rs2688610 0,480 / 0,409 95,4 0,571 0,012 (A); 1,34 [1,07-1,67] 0,492 0,013 (A); 1,51 [1,1-2,1]
rs10762566 0,248 / 0,235 98,7 0,128 0,574 0,937 0,503
rs2675680 0,471 / 0,411 95,7 0,433 0,032 (C); 1,27 [1,02-1,59] 0,968 0,01 (C); 1,5 [1,1-2,0]
rs2675663 0,480 /,426 95,7 0,493 0,042 (G); 1,26 [1,01-1,57] 0,905 0,009 (G); 1,5 [1,1-2,0]
rs2688607 0,247 / 0,236 98,1 0,128 0,6402 0,808 0,596
rs2633298 0,271 / 0,277 97,4 0,075 0,8159 0,474 0,998
rs2459449 0,278 / 0,264 96,6 0,072 0,5708 0,901 0,394
rs2227551 0,268 / 0,265 94,1 0,083 0,9021 0,759 0,739
rs2227552 0,289 / 0,271 90,7 0,054 0,698 0,698 0,481
rs2227562 0,184 / 0,136 97,6 0,851 0,019 (G); 1,47 [1,09-1,98] 0,072 0,042 (G); 1,5 [1,01-2,2]
rs2227564 0,218 / 0,282 91,5 0,133 0,020 (T); 1,37 [1,05-1,78] 0,001 (T); 1,91 [1,3-2,8] 0,517
rs2227568 0,174 / 0,124 95,3 0,196 0,033 (C); 1,37 [1,03-1,84] 0,173 0,05 (C); 1,47 [10.99-2,1]
rs2227582 0,010 / 0,012 95,3 1,0 0,7139 0,914 0,678
rs4065 0,438 / 0,401 92,8 0,532 0,1883 0,912 0,115
rs2461863 0,444 / 0,380 97,7 1,0 0,018 (T); 1,31 [1,04-1,65] 0,647 0,007 (T); 1,6 [1,2-2,24]
rs2688619 0,469 / 0,407 90,7 0,764 0,034 (G); 1,28 [1,02-1,61] 0,813 0,008 (G); 1,54 [1,1-2,14]
rs2633314 0,455 / 0,405 98,1 0,845 0,068 0,403 0,09
rs2633313 0,451 / 0,397 98,0 0,912 0,049 (T); 1,26 [1,01-1,58] 0,659 0,029 (T); 1,42 [1,03-1,95]
rs2633317 0,441 / 0,387 95,8 0,333 0,053 0,375 0,028 (G); 1,41 [1,04-1,9]
rs2633322 0,258 / 0,243 98,6 0,769 0,526 0,156 0,323
rs2688624 0,262 / 0,216 90,1 0,809 0,061 0,739 0,011 (G); 1,59 [1,1-2,23]

Tab. 5.2.: Ergebnisse des Allelischen Tests (Logistische Regression mit Kovariaten Erkrankungsalter (Age of Onset) und Geschlecht) für das PLAU Gen. Die statistische Analyse

wurde für das gesamte Kollektiv, EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt. OR mit 95% CI wurde für signifikante SNPs dargestellt. Ergebnisse, die nach der Korrektur für

multiples Testen eine statistisch signifikante Assoziation mit AD zeigten, wurden kursiv dargestellt.
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Das globale Signifikanzniveau für alle statistischen Tests wurde auf α=5% festgelegt.

Aufgrund der vorliegenden multiplen Testproblematik wurde eine Bonferroni-Adjustierung

des globalen Signifikanzniveaus vorgenommen, d.h., das globale Signifikanzniveau wurde

durch die Anzahl der durchgeführten statistischen Tests des multiplen Models dividiert. Dies

resultierte in einem lokalen Signifikanzniveau α*=0,05/23=0,0022; d.h., Risikofaktoren mit

einem p-Wert von p≤0,0022 konnten als statistisch signifikante Testergebnisse interpretiert

werden. In diesem Zusammenhang blieb der p-Wert von 0,001 für den SNP rs2227564 in der

EOAD-Supgruppe auch nach der Korrektur auf dem 5% Niveau signifikant erhalten.

In der genotypisierten Region wurden 5 LD-Blöcke identifiziert (Abb. 5.3.) und in

diesen anschließend die Haplotypen geschätzt (Tab. 5.3.). Die signifikanten Marker

rs2227562 und rs2227568 befinden sich in den Blöcken 3, bzw. 4. Der funktionelle SNP

rs2227564 liegt in einer „Break Point“ Region zwischen den oben genannten Blöcken und

zeigt keine Korrelation mit den benachbarten SNPs (der paarweise Vergleich mit rs2227562:

r²=0,036, D’=0,73 und rs2227568: r²=0,025; D’=0,63).

Innerhalb des Blocks 3 wurden drei Haplotypen geschätzt. Der am meisten

vorkommende Haplotyp zeigt keine Assoziation mit AD (p=0,054). Jedoch wies der seltenste

Haplotyp (Frequenz von 18,1% bei den Kontrollen und 13,4% bei den Fällen) auf eine

Assoziation mit AD hin (p=0,017). Im Block 4 wurden vier Haplotypen berechnet. Der

Haplotyp 4.3 mit der Frequenz von 16,8% bei den Kontrollen, bzw. 12% bei den Fällen zeigte

einen signifikanten p-Wert von 0,014. Nach einer Korrektur für multiples Testen waren diese

Assoziationen jedoch nicht mehr signifikant.
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Abb. 5.3.: LD-Struktur im PLAU. Quadrierte Korrelationskoeffizientwerte sind für jedes Paar von SNP Loci mittels Softwarepaket Haploview berechnet und farbkodiert

dargestellt: schwarz, hoher r² Wert; weiß, niedriger r² Wert. Haplotyp-Blöcke, bezeichnet durch die hohe D’ Werte, sind zugefügt.
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Block Haplotyp
ID

Sequenz Frequenz
(Kontrollen/Fälle)

p-Wert

1 1.1 ACAGCG 0,516 / 0,572 0,0441 (0,7938)
1.2 GAGATT 0,244 / 0,236 0,7227
1.3 ACGGTT 0,217 / 0,162 0,0124 (0,2232)
1.4 ACAGCT 0,008 / 0,014 0,2884

2 2.1 GG 0,717 / 0,711 0,8356
2.2 AC 0,236 / 0,230 0,7922
2.3 GC 0,037 / 0,052 0,1975

3 3.1 CTTG 0,537 / 0,590 0,0538
3.2 TGCG 0,268 / 0,255 0,5938
3.3 CTTA 0,181 / 0,134 0,0171 (0,3078)

4 4.1 CTTTGTT 0,526 / 0,572 0,0953
4.2 CTCCACC 0,270 / 0,260 0,6679
4.3 TTCCACC 0,168 / 0,120 0,0139 (0,2502)
4.4 CCTTGTT 0,010 / 0,012 0,7208

5 5.1 GCG 0,558 / 0,604 0,0920
5.2 ATT 0,249 / 0,229 0,3883
5.3 ACG 0,180 / 0,147 0,1009
5.4 ATG 0,009 / 0,017 0,2083

Tab. 5.3.: Haplotypberechnung für PLAU. Adjustierte p-Werte nach Bonferroni: siehe Werte in Klammer.

Die anschließende Dreilocushaplotypenanalyse brachte verstärkt Hinweise auf eine

Assoziation in zwei Regionen (Abb. 5.4.). Die stärksten Assozaitionssignale zeigten sich in

der „Break Point“ Region für die Haplotypen 11.3 (Marker: rs2227552, rs2227562 und

rs2227564; p=0,0061), 11.4 (p=0,0007), 12.3 (Marker: rs2227562, rs2227564, rs2227568;

p=0,0039) und 13.3 (Marker: rs2227564, rs2227568, rs2227582; p=0,0039). Haplotyp 11.4

kommt in 0,7% der Fälle bzw. in 3% der Kontrollen vor und liegt damit unter 5%. Aus

diesem Grund wurde er bei der graphischen Darstellung der Ergebnisse (Abb. 5.4.)

ausgeschlossen.

Der zweite Hinweis auf Assoziation wurde in der intergenischen (CaMK2G/PLAU)

Region für die Haplotypen 1.3 (Marker: rs2675675, rs2633306, rs2688610; p=0,0036) und

2.3 (Marker: rs2633306, rs2688610, rs10762566; p=0,0047) identifiziert. Ausführliche

Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse befinden sich im Anhang (Tab. 7.2.).



5. Ergebnisse

66

Abb. 5.4.: Drei-Locusanalyse von SNPs im PLAU.

Die Ergebnisse der Einzelmarker-, bzw. Dreilocushaplotypenanalyse wurden in dem

folgenden Genotyptest bestätigt. Für den funktionellen PLAU SNP rs2227564 wurde ein

signifikanter p-Wert von 0,02 erzielt.

5.1.1.1.1. Überprüfung der Assoziationsergebnisse in unabhängigen Studien

Zur Bestätigung der Assoziationsergebnisse wurden die signifikant assoziierten SNPs

in unabhängigen Studien reanalysiert. Im Rahmen dieser Arbeit stand die DNA aus drei

unabhängigen Fall-Kontroll Studien (aus Deutschland, Italien und Australien) und einer

diskordanten Geschwisterpaarstudie aus Deutschland zur Verfügung.

Die Replikation des SNPs rs2227564 in allen vier zusätzlichen Studien bestätigte die

Ergebnisse aus dem Münchner Kollektiv (Tab. 5.4.). Wegen der eingeschränkten

Probandenanzahl wurden signifikante Werte in den Studien aus Bonn und Brescia nur

bezüglich der gesamten Stichprobe erzielt (p=0,005 für das Kollektiv aus Bonn, bzw. p=0,004

für das Kollektiv aus Brescia).

In der australischen Studie war die Signifikanz ähnlich wie in der Münchner Studie,

bei jüngeren Patienten signifikant erhöht (p=0,009 für das gesamte Kollektiv und p=0,001 für

die Patienten unter 80 Jahren). Aufgrund der relativ kleinen Anzahl der EOAD Patienten,
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wurde dieses Kollektiv nicht auf EOAD und LOAD, sondern in zwei gleich große

Subgruppen unterteilt. Die erste Subgruppe umfasste die Probanden im Alter von max. 80

Jahren und die zweite Subgruppe die Probanden im Alter über 80 Jahre.

Auch bei den erkrankten Probanden aus der Geschwisterpaarstudie wurde ein

signifikanter Überschuss des Risikoallels mittels S-TDT Test nachgewiesen (p=0,001).
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Kollektiv N Alter Allelfrequenz (%) Genotypen (%), p-Wert und Odds ratio [95% CI]
C T p-Wert CC CT p-Wert TT p-Wert

München
AD 422 69,1 ± 9,4 0,72 0,28 0,022 0,51 0,42 0,247 0,06 0,069
EOAD 140 59,4 ± 5,6 0,70 0,30 0,001 0,47 0,46 0,023; OR=1,7 [1,1-2,6] 0,07 0,029; OR=3,0 [1,1-8,0]
Kontrollen 257 68,8 ± 13,1 0,78 0,22 0,59 0,38 0,03
Bonn
AD 109 74,8 ± 6,4 0,76 0,24 0,005 0,59 0,34 0,02; OR=1,9 [1,1-3,3] 0,07 0,026; OR=3,7 [1,1-11,9]
Kontrollen 173 75,1 ± 8,6 0,85 0,15 0,73 0,24 0,03
Brescia
AD 120 67,3 ± 8,5 0,79 0,21 0,004 0,64 0,30 0,002; OR=3,2 [1,5-6,9] 0,06 0,059; OR=8,7 [0,9-82]
Kontrollen 99 64,6 ± 7,2 0,92 0,08 0,86 0,13 0,01
Perth
AD 219 74,3 ± 10,7 0,72 0,28 0,009 0,53 0,39 0,01 0,08 0,08
AD ≥ 80 J 104 84,2 ± 3,7 0,78 0,22 n.s. 0,63 0,32 n.s. 0,05 n.s.
AD ≤ 80 115 65,7 ± 9,5 0,67 0,33 0,001 0,45 0,42 0,001; OR=2,4 [1,4-4,2] 0,13 0,01; OR=2,9 [1,3-7,1]
Kontrollen 338 77,1 ± 10,6 0,81 0,19 0,66 0,29 0,05
Dis. SIBs
AD 251 67,1 ± 8,8 0,72 0,28 0,001 0,49 0,44 0,08
Kontrollen 371 64,8 ± 11,5 0,81 0,19 0,68 0,28 0,04

Tab. 5.4.: Repliktionsergebnisse für PLAU SNP rs2227564 aus unabhängigen Studien (n.s. = nicht signifikant).



5. Ergebnisse

69

5.1.1.1.2. Sequenzierung des Exons 6 mit der anschließenden Genotypisierung

Der funktionelle SNP rs2227564 (C/T Leu  Pro), der eine starke Assoziation mit

AD zeigte ist im Exon 6 lokalisiert. Um die weiteren kausalen SNPs, die eventuell zum

Auslösen oder zum progradienten Verlauf der Krankheit beisteuern, identifizieren zu können,

wurde das Exon 6 sequenziert. Mittels PCR Primer wurde die 262 bp-lange Region

amplifiziert und danach von beiden Seiten sequenziert. Insgesamt wurden PCR Produkte von

160 Probanden aus dem Münchner Kollektiv (80 Alzheimer Patienten und 80 Kontrollen)

sequenziert. Die Chromatogramme wurden anschließend mittels

Sequenzanalysesoftwarepakets von VNTI (AlignX und ContigExpress) analysiert und

ausgewertet. Dabei wurde eine seltene funktionelle DNA Variation (C/T His  Tyr)

identifiziert. Diese liegt auch im Exon 6, 23 bp von dem SNP rs2227564 in die Richtung 3’

UTR entfernt (Abb. 5.5.). Die anschließende Genotypisierung dieser Variation in den

Kohorten aus München und Australien sowie im Geschwisterpaar Kollektiv zeigte keine

Assoziation mit AD.

Abb. 5.5.: Sequenzierung des Exons 6 im PLAU. Zusätzliche funktionelle DNA Variation (C/T His  Tyr) im

Exon 6 wurde identifiziert.
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5.1.1.2. CaMK2G

CaMK2G (Abb. 5.6.) umfasst einen 62 kb-großen Bereich auf dem Ch10q22,

zwischen 75,24 und 75,30 Mb. Dieses Gen besteht aus 21 Exons und wird in Richtung

Zentromer transkribiert. Alle ausgewählten SNPs (Tab. 5.1.) wurden im Münchner Kollektiv

als polymorph bestätigt und erzielten ausreichende Genotypisierungseffizienz. Nach der

Auswertung der Genotypisierungsergebnissen war keine signifikante Abweichung vom HWE

festzustellen. Die stärkste Signifikanz bei dem anschließenden allelischen Test wurde für die

SNPs rs4746154 im Intron 2 (p=0,005) und rs10458656 im Intron 14 (p=0,002)

nachgewiesen. Die Ergebnisse für die weiteren 8 signifikanten SNPs (rs4114992, rs2459446,

rs2254266, rs2250140, rs2664282, rs2688625, rs2675671 und rs2675668) sind in der Tabelle

5.5. dargestellt. Bei allen signifikanten SNPs wurde das Major Allel als Risikoallel bestätigt.

Eine detaillierte Analyse im Hinblick auf Erkrankungsalter (Age of Onset) wies auf eine

Signifikanz für den SNP rs10458656 bei der EOAD Subgruppe (p=0,01) hin. Die restlichen

SNPs zeigten weder bei EOAD noch bei LOAD eine Assoziation mit AD.
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Abb. 5.6.: Schematische Darstellung des CaMK2G Gens. Auf der Abbildung sind die Exons mit grünen Balken dargestellt. Die rot markierten SNPs zeigten die stärksten

Assoziationssignale.
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SNP ID Minor Allel ν
(Ko./Fälle)

GE
(%)

HWE p-Wert für das gesamte
Kollektiv

p-Wert für EOAD p-Wert für LOAD

rs7908825 0,406 / 0,391 99,3 1,0 0,472 0,764 0,932
rs2271271 0,257 / 0,269 98,1 1,0 0,845 0,355 0,938
rs4691 0,244 / 0,259 98,1 0,636 0,748 0,580 0,597
rs4114992 0,161 / 0,118 95,6 0,629 0,028 (A); 1,44 [1,04-1,98] 0,100 0,272
rs1044612 0,031 / 0,021 93,3 1,0 0,423 0,613 0,838
rs2306328 0,414 / 0,373 93,0 0,196 0,094 0,685 0,247
rs11000787 0,259 / 0,265 97,0 0,852 0,968 0,833 0,686
rs10824037 0,249 / 0,208 92,7 0,161 0,104 0,411 0,412
rs10458656 0,248 / 0,176 95,0 0,305 0,002 (A); 1,53 [1,17-2,02] 0,010 (A); 1,77 [1,15-2,72] 0,176
rs2459446 0,469 / 0,408 96,4 0,509 0,015 (C); 1,32 [1,06-1,66] 0,417 0,150
rs2254266 0,215 / 0,165 92,5 0,887 0,034 (T); 1,37 [1,02-1,83] 0,343 0,182
rs2242258 0,238 / 0,244 96,3 0,309 0,868 0,532 0,908
rs2688626 0,236 / 0,240 97,3 0,208 0,767 0,852 0,783
rs2250140 0,472 / 0,413 95,3 0,210 0,019 (C); 1,31 [1,05-1,65] 0,417 0,240
rs2664282 0,470 / 0,410 95,1 0,058 0,018 (C); 1,32 [1,05-1,66] 0,360 0,193
rs2664283 0,052 / 0,049 98,1 1,0 0,621 0,455 0,267
rs4746154 0,236 / 0,170 94,3 0,680 0,005 (G); 1,5 [1,13-1,99] 0,092 0,069
rs2688625 0,476 / 0,417 97,8 0,316 0,018 (C); 1,31 [1,05-1,64] 0,243 0,322
rs2675671 0,472 / 0,415 95,3 0,539 0,020 (T); 1,31 [1,04-1,65] 0,233 0,293
hCV27069354 0,047 / 0,057 96,4 0,842 0,546 0,645 0,947
rs2675668 0,478 / 0,419 98,3 0,187 0,017 (A); 1,32 [1,05-1,65] 0,229 0,303
rs2633303 0,246 / 0,232 89,4 0,443 0,392 0,543 0,393
rs2688617 0,247 / 0,238 87,1 0,157 0,515 0,463 0,517
rs2675677 0,247 / 0,255 95,8 0,094 0,966 0,303 0,877

Tab. 5.5.: Ergebnisse des Allelischen Tests (Logistische Regression mit Kovariaten Erkrankungsalter (Age of Onset) und Geschlecht) für das CaMK2G Gen. Die statistische

Analyse wurde für das gesamte Kollektiv, EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt. OR mit 95% CI wurde für signifikante SNPs dargestellt. Ergebnisse, die nach der

Korrektur für multiples Testen eine statistisch signifikante Assoziation mit AD zeigten, wurden kursiv dargestellt.
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Anschließend wurde das Signifikanzniveau nach Bonferroni korrigiert. Dieser Test

zeigte, dass auf dem 5% Niveau nur diejenigen Ergebnisse signifikant waren, die ein lokales

Signifikanzniveau von p≤0,0021 (0,05/24=0,0021) aufwiesen.

Für die analysierten SNPs wurden 4 LD-Blöcke identifiziert (Abb. 5.7.). Zwei SNPs,

die bei dem allelischen Test starke Assoziation mit AD zeigten (rs10458656 und rs4746154),

liegen in den Blöcken 2 bzw. 3 (SNP rs10458656: der paarweise Vergleich mit rs10824037

r²=0,652, D’=0,85; SNP rs4746154 befindet sich in einem starken LD mit benachbarten SNPs

und zeigt einen hohen Lewontin’s disequilibrium Koeffizient von >0,99). Weiterhin wurden

innerhalb der LD-Blöcke die Haplotypen geschätzt (Tab. 5.6.). Die häufigsten Haplotypen in

den Blöcken 1 und 3 zeigten keine signifikante Werte (p=0,2433 für den Haplotyp 1.1 und

p=0,1307 für den Haplotyp 3.1). In beiden Blöcken wurde je ein signifikanter p-Wert

berechnet. Der Haplotyp 1.3 im ersten Block (Frequenz von 15,7% bei den Kontrollen und

11,8% bei den Fällen) zeigte einen knapp signifikanten p-Wert von 0,0431. Im Block 2

wurden für die Haplotypen 2.1 (71,7% bei den Kontrollen und 78,1% bei den Fällen) und 2.2

(21,4% bei den Kontrollen und 15,6% bei den Fällen) signifikante p-Werte von 0,0072 bzw.

0,0068 erzielt. Die stärkste Signifikanz wurde bei dem Haplotyp 3.3 nachgewiesen

(p=0,0017). Dieser kommt bei 22,4% der Kontrollen und in 15,6% der Fälle vor und bleibt als

einziger nach einer Korrektur für multiples Testen auf dem 5% Niveau signifikant erhalten. In

dem vierten Block zeigten die Haplotypen 4.1 (51,4% bei den Kontrollen und 57% bei den

Fällen) und 4.3 (23,3% bei den Kontrollen und 17,2% bei den Fällen) signifikante p-Werte

(p=0,0422 für den Haplotyp 4.1, bzw. p=0,0057 für den Haplotyp 4.3).
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Abb. 5.7.: LD-Struktur im CaMK2G. Quadrierte Korrelationskoeffizientwerte sind für jedes Paar von SNP Loci mittels Softwarepaket Haploview berechnet und farbkodiert

dargestellt: schwarz, hoher r² Wert; weiß, niedriger r² Wert. Haplotyp-Blöcke, bezeichnet durch die hohe D’ Werte, sind zugefügt.
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Block Haplotyp
ID

Sequenz Frequenz
(Kontrollen/Fälle)

p-Wert

1 1.1 GATACTC 0,567 / 0,599 0,2433
1.2 CGCACCT 0,192 / 0,223 0,1645
1.3 CATGCCC 0,157 / 0,118 0,0431 (0,6896)
1.4 CGCATCT 0,030 / 0,021 0,2911

2 2.1 GA 0,781 / 0,717 0,0072 (0,1152)
2.2 AG 0,214 / 0,156 0,0068 (0,1088)
2.3 AA 0,038 / 0,043 0,6422
2.4 GG 0,031 / 0,020 0,1719

3 3.1 CTTACCCGCTT 0,477 / 0,519 0,1307
3.2 TTCGTTCGTCT 0,187 / 0,180 0,7573
3.3 TCTATTCATCT 0,224 / 0,156 0,0017 (0,0272)
3.4 CTTACCCGCTC 0,046 / 0,057 0,3654
3.5 TTCGTTTGTCT 0,049 / 0,050 0,9433

4 4.1 ATTA 0,514 / 0,570 0,0422 (0,6752)
4.2 GGAC 0,240 / 0,237 0,8802
4.3 GTTA 0,233 / 0,172 0,0057 (0,0912)

Tab. 5.6.: Haplotypberechnung für CaMK2G. Adjustierte p-Werte nach Bonferroni: siehe Werte in Klammer.

Ähnlich wie die Einzellocusanalyse, zeigte auch die Dreilocushaplotypenanalyse

starke Assoziationssignale in zwei Regionen (Abb. 5.8.). Die ausgeprägteste Assoziation

zeigte der Haplotyp 16.3 (Marker: rs2664283, rs4746154, rs2688625) mit einer Frequenz von

18,8%. Hier wurde ein signifikanter p-Wert von 0,0025 erzielt. Auch die Haplotypen 15.3

(Marker: rs2664282, rs2664283, rs4746154) und 17.3 (Marker: rs4746154, rs2688625,

rs2675671) erreichten signifikante p-Werte von 0,0054, bzw. 0,003. Der zweite

Assoziationshinweis wurde für die Haplotypen 8.3 (Marker: rs10824037, rs10458656,

rs2459446; p=0,0053), 9.3 (Marker: rs10458656, rs2459446, rs2254266; p=0,0039) und 10.3

(Marker: rs2459446, rs2254266, rs2242258; p=0,0045) nachgewiesen. Die detaillierten

Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse befinden sich im Anhang (Tab. 7.3.).
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Abb. 5.8. Drei-Locusanalyse von SNPs im CaMK2G.

Die anschließende statistische Analyse der Genotypen hat die Ergebnisse des

allelischen Tests bestätigt (Tab. 5.7.). Die stärkste Assoziation wurde für die SNPs

rs10458656 und rs4746154 nachgewiesen (p=0,002 und p=0,005 im Additiven Modell). SNP

rs10458656 blieb auch nach der Unterteilung nach dem Erkrankungsalter (Age of Onset) in

der EOAD-Subgruppe signifikant (p=0,011 im Additiven Modell). Nach einer Korrektur für

multiples Testen konnte nur noch ein p-Wert von 0,002 für den SNP rs10458656 als

statistisch signifikantes Testergebnis interpretiert werden.
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gesamtes Kollektiv EOAD LOADSNP ID
Add. Rez. / Dom. Add. Rez. / Dom. Add. Rez. / Dom.

rs7908825 0,471 0,525 / 0,596 0,765 0,715 / 0,913 0,932 0,916 / 0,766
rs2271271 0,843 0,793 / 0,971 0,358 0,648 / 0,178 0,937 0,786 / 0,729
rs4691 0,744 0,930 / 0,515 0,580 0,917 / 0,111 0,588 0,566 / 0,856
rs4114992 0,031 0,012 / 0,844 0,111 0,023 / 0,251 0,273 0,302 / 0,538
rs1044612 0,433 0,318 / 0,999 0,627 0,416 / 0,999 0,836 0,836 / *
rs2306328 0,102 0,277 / 0,091 0,697 0,810 / 0,668 0,249 0,438 / 0,245
rs11000787 0,967 0,976 / 0,968 0,832 0,911 / 0,446 0,679 0,600 / 0,976
rs10824037 0,087 0,120 / 0,285 0,398 0,391 / 0,735 0,378 0,428 / 0,570
rs10458656 0,002 0,002 / 0,207 0,011 0,004 / 0,648 0,162 0,224 / 0,296
rs2459446 0,016 0,118 / 0,014 0,426 0,802 / 0,083 0,140 0,213 / 0,256
rs2254266 0,037 0,055 / 0,176 0,364 0,382 / 0,591 0,177 0,259 / 0,249
rs2242258 0,862 0,946 / 0,739 0,496 0,462 / 0,959 0,906 0,903 / 0,965
rs2688626 0,758 0,681 / 0,902 0,839 0,772 / 0,821 0,780 0,994 / 0,497
rs2250140 0,024 0,075 / 0,049 0,433 0,846 / 0,103 0,250 0,187 / 0,598
rs2664282 0,022 0,222 / 0,007 0,375 0,780 / 0,053 0,198 0,366 / 0,221
rs2664283 0,622 0,664 / 0,660 0,441 0,441 / * 0,275 0,323 / 0,435
rs4746154 0,005 0,004 / 0,254 0,100 0,072 / 0,636 0,065 0,077 / 0,338
rs2688625 0,019 0,160 / 0,011 0,252 0,818 / 0,022 0,314 0,349 / 0,495
rs2675671 0,021 0,091 / 0,034 0,244 0,972 / 0,033 0,286 0,208 / 0,671
hCV27069354 0,540 0,414 / 0,999 0,636 0,636 / * 0,947 0,638 / 0,784
rs2675668 0,020 0,136 / 0,015 0,242 0,850 / 0,022 0,304 0,315 / 0,509
rs2633303 0,386 0,274 / 0,908 0,524 0,477 / 0,952 0,394 0,183 / 0,596
rs2688617 0,504 0,294 / 0,565 0,428 0,427 / 0,780 0,516 0,182 / 0,308
rs2675677 0,964 0,796 / 0,631 0,256 0,260 / 0,684 0,876 0,471 / 0,299

* Kein Dominantes Modell (kein Homozygot).

Tab. 5.7.: Ergebnisse des Genotyptests für CaMK2G. Die statistische Analyse wurde für das gesamte Kollektiv,

EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt. Für jeden SNP wurden drei statistische Modelle durchgeführt:

Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Ergebnisse, die

nach der Korrektur für multiples Testen eine statistisch signifikante Assoziation mit AD zeigten, wurden kursiv

dargestellt.

5.1.1.2.1. Überprüfung der Assoziationsergebnisse in den unabhängigen Studien

Die statistische Analyse für zehn SNPs im Münchner Kollektiv zeigte eine

Assoziation mit AD. Sechs von denen (rs4114992, rs10458656, rs4746154, rs2688625,

rs2675671 und rs2675668) wurden in einer Fall-Kontroll Studie aus Schweden reanalysiert.

Signifikante Werte wurden für vier SNPs (rs4746154, rs2688625, rs2657671 und rs2675668)

erzielt. Der SNP mit der stärksten Assoziation im Münchner Kollektiv (rs10458656) konnte

im schwedischen Kollektiv nicht repliziert werden. Detaillierte Auswertungen der

analysierten SNPs sind in den Tabellen 5.8. a-f dargestellt.
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Kollektiv N Alter Allelfreq. (%) p-Wert (Allel. Test) p-Wert (Genotyp Test)
A G GeKo EOAD LOAD gesamtes Kollektiv EOAD LOAD

München
AD 440 72,41 ± 9,58 0,873 0,127 0,028 0,100 0,272 0,031 / 0,012 / 0,844 0,111 / 0,023 / 0,251 0,273 / 0,302 / 0,538
Kontrollen 263 66,12 ±12,7 0,858 0,142
Stockholm
AD 252 67,87 ± 6,06 0,859 0,141 0,779 0,086 0,228 0,785 / 0,749 / 0,662 0,096 / 0,266 / 0,131 0,241 / 0,207 / 0,375
Kontrollen 630 73,14 ± 8,88 0,855 0,145

Tab. 5.8.a: Repliktionsergebnisse für CaMK2G SNP rs4114992 aus der schwedischen Studie. Bei der statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt:

Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).

Kollektiv N Alter Allelfreq. (%) p-Wert (Allel. Test) p-Wert (Genotyp Test)
A G GeKo EOAD LOAD gesamtes Kollektiv EOAD LOAD

München
AD 440 72,41 ± 9,58 0,811 0,189 0,002 0,010 0,176 0,002 / 0,002 / 0,207 0,011 / 0,004 / 0,648 0,162 / 0,224 / 0,296
Kontrollen 263 66,12 ±12,7 0,779 0,221
Stockholm
AD 252 67,87 ± 6,06 0,826 0,174 0,388 0,118 0,748 0,405 / 0,995 / 0,311 0,134 / 0,408 / 0,144 0,758 / 0,651 / 0,866
Kontrollen 630 73,14 ± 8,88 0,802 0,198

Tab. 5.8.b: Repliktionsergebnisse für CaMK2G SNP rs10458656 aus der schwedischen Studie. Bei der statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle

durchgeführt: Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes

Kollektiv).
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Kollektiv N Alter Allelfreq. (%) p-Wert (Allel. Test) p-Wert (Genotyp Test)
G A GeKo EOAD LOAD gesamtes Kollektiv EOAD LOAD

München
AD 440 72,41 ± 9,58 0,822 0,178 0,005 0,092 0,069 0,005 / 0,004 / 0,254 0,100 / 0,072 / 0,636 0,065 / 0,077 / 0,338
Kontrollen 263 66,12 ±12,7 0,786 0,214
Stockholm
AD 252 67,87 ± 6,06 0,835 0,165 0,204 0,035 0,882 0,222 / 0,549 / 0,078 0,044 / 0,716 / 0,021 0,886 / 0,422 / 0,589
Kontrollen 630 73,14 ± 8,88 0,806 0,194

Tab. 5.8.c: Repliktionsergebnisse für CaMK2G SNP rs4746154 aus der schwedischen Studie. Bei der statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt:

Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).

Kollektiv N Alter Allelfreq. (%) p-Wert (Allel. Test) p-Wert (Genotyp Test)
C T GeKo EOAD LOAD gesamtes Kollektiv EOAD LOAD

München
AD 440 72,41 ± 9,58 0,580 0,420 0,018 0,243 0,322 0,019 / 0,160 / 0,011 0,252 / 0,818 / 0,022 0,314 / 0,349 / 0,495
Kontrollen 263 66,12 ±12,7 0,539 0,461
Stockholm
AD 252 67,87 ± 6,06 0,520 0,480 0,668 0,342 0,897 0,680 / 0,065 / 0,014 0,375 / 0,576 / 0,043 0,899 / 0,041 / 0,078
Kontrollen 630 73,14 ± 8,88 0,513 0,487

Tab. 5.8.d: Repliktionsergebnisse für CaMK2G SNP rs2688625 aus der schwedischen Studie. Bei der statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle

durchgeführt: Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes

Kollektiv).
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Kollektiv N Alter Allelfreq. (%) p-Wert (Allel. Test) p-Wert (Genotyp Test)
T C GeKo EOAD LOAD gesamtes Kollektiv EOAD LOAD

München
AD 440 72,41 ± 9,58 0,680 0,320 0,020 0,233 0,293 0,021 / 0,091 / 0,034 0,244 / 0,973 / 0,033 0,286 / 0,208 / 0,671
Kontrollen 263 66,12 ±12,7 0,541 0,459
Stockholm
AD 252 67,87 ± 6,06 0,546 0,454 0,093 0,169 0,317 0,108 / 0,135 / * 0,191 / 0,705 / 0,013 0,337 / 0,102 / 0,002
Kontrollen 630 73,14 ± 8,88 0,506 0,494

Tab. 5.8.e: Repliktionsergebnisse für CaMK2G SNP rs2675671 aus der schwedischen Studie. Bei der statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt:

Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).

Kollektiv N Alter Allelfreq. p-Wert (Allel. Test) p-Wert (Genotyp Test)
A G GeKo EOAD LOAD gesamtes Kollektiv EOAD LOAD

München
AD 440 72,41 ± 9,58 0,582 0,418 0,017 0,229 0,303 0,020 / 0,136 / 0,015 0,242 / 0,850 / 0,022 0,304 / 0,315 / 0,509
Kontrollen 263 66,12 ±12,7 0,532 0,468
Stockholm
AD 252 67,87 ± 6,06 0,494 0,506 0,532 0,201 0,111 0,545 / 0,019 / 0,187 0,221 / 0,870 / 0,032 0,120 / 0,004 / 0,753
Kontrollen 630 73,14 ± 8,88 0,512 0,488

Tab. 5.8.f: Repliktionsergebnisse für CaMK2G SNP rs2675668 aus der schwedischen Studie. Bei der statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt:

Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).
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5.1.1.3. VCL und AP3M1

VCL ist ca. 80 kb von PLAU Richtung Telomere entfernt. Das Gen ersteckt sich etwa

über einen 122 kb-großen Bereich, zwischen 75,43 und 75,55 Mb. Es besteht aus 21 Exons

und wird in Richtung des Telomers transkribiert. In einem Bereich von ca. 14 kb überlappen

sich VCL und das benachbarte AP3M1. Dieses umfasst die ca. 29 kb große chromosomale

Region (75,55 – 75,58 Mb), setzt sich aus 10 Exons zusammen und wird in entgegensetzter

Richtung zum VCL transkribiert (Abb. 5.9.).

Aus den öffentlichen Datenbanken wurden 29 SNPs innerhalb dieser Gene und 4

SNPs im intergenischen Bereich Richtung PLAU ausgewählt und genotypisiert. 20 davon

wurden im Münchener Kollektiv als polymorph bestätigt. Für vier SNPs (rs11814544,

rs2270548, rs1908339 und hCV25936664) wurde eine starke Abweichung vom HWE

festgestellt. Demzufolge wurden diese SNPs aus weiteren statistischen Auswertungen

ausgeschlossen.

Die analysierten SNPs zeigten keine Unterschiede zwischen den Allelfrequenzen der

untersuchten Patienten und deren Kontrollen (Tab. 5.9.). In der genotypisierten Region wurde

ein LD-Block identifiziert (Abb. 5.10.) und eine Haplotypanalyse durchgeführt. Diese zeigte

zwei signifikante p-Werte (p=0,01 für 1.5 und p=0,017 für 1.6) (Tab. 5.10.). Nach einer

Korrektur für multiples Testen waren diese Assoziationen jedoch nicht mehr signifikant.
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Abb. 5.9.: Schematische Darstellung der VCL und AP3M1 Gene. Exonische Bereiche sind grün dargestellt, polymorphe SNPs schwarz und monomorphe grau. SNPs die eine

HWE Abweichung zeigten sind hier nicht dargestellt.
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SNP ID Minor Allel ν
(Ko./Fälle)

GE
(%)

HWE p-Wert für das gesamte
Kollektiv

p-Wert für EOAD p-Wert für LOAD

rs4745727 0,252 / 0,276 96,8 0,805 0,329 0,671 0,313
rs11814544 0,483 / 0,472 91,7 0,0
rs4745730 0,150 / 0,161 95,0 0,285 0,606 0,552 0,349
rs4268450 0,375 / 0,358 96,0 0,097 0,533 0,933 0,740
rs2270548 0,372 / 0,347 92,7 0,042
rs1908339 0,494 / 0,497 88,1 0,005
rs10824069 0,242 / 0,224 94,1 0,759 0,483 0,890 0,604
rs4746172 0,250 / 0,225 97,7 0,413 0,278 0,638 0,470
rs2131959 0,253 / 0,232 98,4 0,368 0,388 0,632 0,685
rs767809 0,425 / 0,398 97,3 0,856 0,244 0,593 0,485
rs2131956 0,264 / 0,241 94,0 0,334 0,346 0,370 0,794
rs6480716 0,400 / 0,362 95,8 0,715 0,128 0,175 0,621
rs7922894 0,399 / 0,372 97,7 0,492 0,258 0,281 0,775
rs703258 0,249 / 0,227 96,7 0,485 0,354 0,361 0,886
rs6688 0,258 / 0,231 93,4 0,639 0,258 0,751 0,449
rs1908331 0,154 / 0,143 90,7 0,650 0,506 0,499 0,789
hCV26677077 0,423 / 0,395 96,7 0,251 0,294 0,545 0,607
hCV25936664 0,500 / 0,500 98,4 0,0
rs2894228 0,385 / 0,347 88,4 1,0 0,167 0,084 0,928
rs6480721 0,246 / 0,213 97,1 0,785 0,168 0,434 0,477

Tab. 5.9.: Ergebnisse des Allelischen Tests (Logistische Regression mit Kovariaten Erkrankungsalter (Age of Onset) und Geschlecht) für die VCL und AP3M1 Gene. Die

statistische Analyse wurde für das gesamte Kollektiv, EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt.
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Abb. 5.10.: LD-Struktur in VCL und AP3M1. Quadrierte Korrelationskoeffizientwerte sind für jedes Paar von SNP Loci mittels Softwarepaket Haploview berechnet und

farbkodiert dargestellt: schwarz, hoher r² Wert; weiß, niedriger r² Wert. Haplotyp-Blöcke, bezeichnet durch die hohe D’ Werte, sind zugefügt.
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Block Haplotyp
ID

Sequenz Frequenz
(Kontrollen/Fälle)

p-Wert

1 1.1 TTCGGTAAGGCA 0,566 / 0,573 0,9865
1.2 CCGCACTGGATG 0,231 / 0,187 0,0682
1.3 TTCGACAAAATA 0,142 / 0,135 0,7481
1.4 TTCGGTAAGACA 0,016 / 0,025 0,5184
1.5 CCGCACTAGATG 0,003 / 0,020 0,0102 (0,0612)
1.6 TTCGGTAGGGCA 0,003 / 0,018 0,0173 (0,1038)

Tab. 5.10.: Haplotypberechnung für VCL und AP3M1. Adjustierte p-Werte nach Bonferroni: siehe Werte in

Klammer.

Entsprechend der Einzellocusanalyse wurden auch in der Dreilocushaplotypenanalyse

keine signifikanten p-Werte bei den Haplotypen, die mit einer Frequenz von ≥5%

vorkommen, erzielt (Abb. 5.11.). Detaillierte Ergebnisse sind im Anhang (Tab. 7.4.)

aufgelistet.

Abb. 5.11. Drei-Locusanalyse von SNPs in VCL und AP3M1.

Der anschließende Genotyptest zeigte bei dem Additiven Modell keine signifikanten

p-Werte. Im Dominanten Modell für Major Allel wiesen vier SNPs (rs6480716, rs7922894,

hCV26677077 und rs2894228) auf eine Assoziation mit AD hin (p=0,018, p=0,040, p=0,006

und p=0,044) (Tab. 5.11.). Nach einer Bonferroni-Korrektur für multiples Testen konnte
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jedoch kein lokales Signifikanzniveau von 0,0031 (0,05/16=0,0031) nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse sind daher statistisch als nicht signifikant zu interpretieren.

gesamtes Kollektiv EOAD LOADSNP ID
Add. Rez. / Dom. Add. Rez. / Dom. Add. Rez. / Dom.

rs4745727 0,343 0,788 / 0,087 0,684 0,918 / 0,278 0,322 0,536 / 0,228
rs4745730 0,605 0,917 / 0,167 0,537 0,579 / 0,674 0,360 0,655 / 0,134
rs4268450 0,539 0,743 / 0,091 0,933 0,560 / 0,311 0,747 0,829 / 0,353
rs10824069 0,485 0,357 / 0,881 0,890 0,554 / 0,389 0,607 0,610 / 0,803
rs4746172 0,271 0,208 / 0,893 0,632 0,376 / 0,489 0,465 0,492 / 0,671
rs2131959 0,403 0,242 / 0,738 0,822 0,509 / 0,394 0,655 0,608 / 0,982
rs767809 0,236 0,836 / 0,051 0,576 0,690 / 0,600 0,486 0,774 / 0,101
rs2131956 0,344 0,317 / 0,742 0,358 0,227 / 0,835 0,789 0,841 / 0,789
rs6480716 0,123 0,630 / 0,018 0,157 0,478 / 0,073 0,624 0,868 / 0,242
rs7922894 0,278 0,963 / 0,040 0,241 0,505 / 0,173 0,780 0,612 / 0,227
rs703258 0,347 0,303 / 0,825 0,345 0,233 / 0,843 0,886 0,898 / 0,921
rs6688 0,252 0,221 / 0,724 0,750 0,532 / 0,635 0,438 0,502 / 0,562
rs1908331 0,507 0,381 / 0,694 0,490 0,561 / 0,536 0,791 0,594 / 0,533
hCV26677077 0,283 0,571 / 0,006 0,530 0,856 / 0,154 0,605 0,482 / 0,062
rs2894228 0,160 0,568 / 0,044 0,068 0,191 / 0,080 0,929 0,674 / 0,449
rs6480721 0,161 0,228 / 0,284 0,429 0,350 / 0,969 0,467 0,644 / 0,340

Tab. 5.11.: Ergebnisse des Genotyptests für VCL und AP3M1. Die statistische Analyse wurde für das gesamte

Kollektiv, EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt. Für jeden SNP wurden drei statistische Modelle

durchgeführt: Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel.
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5.1.2. Funktionelle Analyse der signifikanten Ergebnisse auf dem Chromosom 10

Das Ziel der funktionellen Analyse ist die Überprüfung der signifikanten

Genotypisierungsergebnisse. In diesem Zusammenhang wurde der exonische PLAU SNP

rs2227564, der zu einem Aminosäureaustausch führt, funktionell analysiert. Ein weiterer

Grund zur Auswahl dieses SNPs war seine Lokalisierung in einer „Break Point“ Region (Abb.

5.3.), bzw. eine fehlende Korrelation mit den benachbarten SNPs. Im Vergleich zu den

anderen signifikanten SNPs war bei dem SNP rs2227564 das Minor Allel als Risikoallel

bestätigt.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass das Minor Allel T des funktionellen PLAU

SNPs rs2227564 eine Auswirkung auf die Erhöhung der Plaqueanzahl hat. Um diese

Hypothese zu bestätigen, wurden 33 an LOAD verstorbene Probanden genotypisiert und

anschließend der Einfluss des Risikoallels auf die Plaqueanzahl in dem Medial Temporal

Gyrus getestet. Die Diagnose der verstorbenen Patienten wurde klinisch und

histopathologisch bestätigt. Die analysierten Hirnsamples sind in der Tabelle 5.12. dargestellt.

Aufgrund des bekannten Einflusses des APOE ε4 Allels auf die Plaquepathologie,

wurden in dem ersten Analyseschritt APOE ε4 Träger ausgeschlossen. Die histopathologische

Analyse zeigte eine signifikant höhere Plaqueanzahl (p=0,007) bei den PLAU T Allel-

Trägern (60,3±16,9; N=6) im Vergleich zu den Probanden, bei denen dieses Allel nicht

vorhanden war (26,3±8,8; N=9) (Tab. 5.12., Abb. 5.12. und Abb. 5.13.). Im Anschluss wurde

im gesamten Kollektiv (N = 33) der Einfluss sowohl des APOE ε4, als auch des PLAU T

Allels auf die Plaqueanzahl im Hirn untersucht. Die Lineare Regressionsanalyse zeigte einen

signifikanten p-Wert für das APOE ε4 Allel (p=0,0069). Ein unabhängiger Effekt des PLAU T

Allels im SNP rs2227564 auf die Plaqueanzahl wurde ebenfalls nachgewiesen (p=0,015). Bei

der statistischen Analyse wurden das Alter und das Geschlecht als Kovariaten herangezogen.

Diese trugen nicht zur erhöhten Plaqueanzahl bei.
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Gruppen N Geschlecht

M : F

Todesalter Dauer der

Krankheit (Jahr)

Plaqueanzahl

rs2227564 T-Allel -

APOE ε4 Allel -

9 3 : 6 79,3 ± 9,5 7,4 ± 2,9 26,3 ± 8,8

rs2227564 T-Allel +

APOE ε4 Allel -

6 2 : 4 80,2 ± 7,6 7,5 ± 3,2 60,3 ± 16,9

rs2227564 T-Allel -

APOE ε4 Allel +

13 3 : 10 78,1 ± 7,2 7,7 ± 3,5 59,8 ± 38,8

rs2227564 T-Allel +

APOE ε4 Allel +

5 3: 2 78,5 ± 9,2 7,1 ± 3,6 79,2 ± 26,8

Tab. 5.12.: Die Plaqueanzahl in den analysierten Hirnsamples. Die analysierten Hirnsamples wurden abhängig

von der An- (+) bzw. Abwesendheit (-) des APOE ε4 Allels und des PLAU rs2227564 T Allels in vier Gruppen

unterteilt. Neben der Plaqueanzahl wurden hier für jede Gruppe Anzahl der analysierten Hirne, sowie die

Geschlechtsverteilung, das Todesalter und die Dauer der Krankheit angegeben. Die Genotypisierung der

Hirnsamples erfolgte mittels Restriktionsenzymen.
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Abb. 5.12.: Die Streuung der Plaqueanzahl im Medial Temporal Gyrus (mit arithmetischem Mittel und 95% CI).

Gruppierung mit der Probandenanzahl nach der An- (+) bzw. Abwesendheit (-) des PLAU rs2227564 T Allels

und des APOE ε4 Allels. Für die statistische Auswertung wurde Two-sided Mann-Whitney U Test angewendet.

Die Analyse der Plaqueanzahl im Hirngewebe wurde von Frau Dr. Frauke Neff von

dem Pathologischen Institut des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universität

München durchgeführt.
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Abb. 5.13.: Der Vergleich der Plaqueanzahl bei zwei Probanden mit (a) und ohne (b) rs2227564 T Allel. APOE

ε4 Allel war bei diesen nicht vorhanden. Bei der immunohistochemischen Methode wurden Monoclonal β-

Amyloid Antikörper (DAKO; 6F/3D; 1:100) und Peroxidase / DAB verwendet. (Balken = 500 μm).
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5.2. Analyse der SNPs auf dem Chromosom 12

5.2.1. Genotypisierung der SNPs im ST8SIA1

Auf dem Chromosom 12 wurden SNPs in der Region 12p11.2-12p12.1, zwischen

22,24 und 22,38 Mb genotypisiert. Alle genotypisierten SNPs sind im ST8SIA1 (Abb. 5.14.)

lokalisiert. Dieses Gen besteht aus 5 Exons und wird in Richtung des Zentromers

transkribiert. Bis zum Beginn dieser Arbeit war keine Assoziationsstudie zwischen diesem

Gen und AD bekannt. Allerdings wurde die Region 12p11-12p12 in Verbindung mit AD

gebracht (Kehoe P et al., 1999; Myers A et al., 2000; Scott WK et al., 2000; Mayeux R et al.,

2002).

Insgesamt wurden 45 SNPs bei 703 Probanden (263 Kontrollen und 440 Erkrankten)

genotypisiert. Die Lokalisierung der ausgewählten SNPs ist in der Tabelle 5.13. angegeben.

Gen SNP ID NCBI SNP ID Celera Position
build 123

Position im Gen Typ

rs2418054 22242244 3’ UTR G/T
hCV25604142 22245918 Exon 5 C/A

rs704219 hCV3289064 22246188 Exon 5 G/A
rs10841974 hCV3289065 22247448 Intron 4 A/C

hCV3289058 22251425 Intron 4 A/T
rs2216228 hCV2780084 22257102 Intron 4 T/C
rs2300717 hCV2780088 22262066 Intron 4 A/C
rs2300718 hCV2780091 22264976 Intron 4 G/A
rs2300719 hCV2780092 22265115 Intron 4 G/A

hCV2780093 22265391 Intron 4 C/T
rs1558793 hCV7560693 22279810 Intron 4 T/C
rs10459079 hCV3289049 22287524 Intron 4 C/T
rs12815085 hCV2780118 22290125 Intron 4 G/T
rs4762896 hCV2780120 22293178 I 4/ E 4 bound. C/T
rs2300726 hCV2780121 22294381 Intron 3 C/T
rs2017107 hCV2402546 22296376 Intron 3 G/A
rs11612801 hCV3289047 22299004 Intron 3 C/G
rs12811237 hCV3289011 22301444 Intron 2 G/C
rs12310364 hCV3289013 22303348 Intron 2 T/C
rs2193177 hCV3289023 22313945 Intron 2 A/T
rs1019332 hCV3289028 22323787 Intron 2 A/C
rs2012722 22326661 Intron 2 G/T
rs11834129 hCV3289036 22328342 Intron 2 C/T
rs3782524 hCV9839904 22329252 Intron 2 A/C
rs4762901 hCV9839913 22329691 Intron 2 A/G

hCV2780146 22331053 Intron 2 A/G
hCV2780147 22331205 Intron 2 A/G

S
T

8
S

IA
1

rs2287166 hCV16181603 22331548 E 2/ I 1 bound. A/T
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rs2072542 hCV15871136 22331582 E 2/ I 1 bound. A/G
rs12099876 hCV11353417 22331741 Intron 1 G/A
rs11610434 hCV3289037 22331955 Intron 1 A/G
rs11614453 hCV3289038 22331965 Intron 1 C/T
rs11832631 hCV3289039 22332856 Intron 1 T/C
rs2160536 hCV2780149 22338261 Intron 1 T/C
rs1861606 hCV2780152 22340684 Intron 1 G/A
rs2193179 22348228 Intron 1 C/T
rs7295402 22351686 Intron 1 T/C
rs10492283 22358767 Intron 1 C/G
rs1012675 22364082 Intron 1 C/T
rs2728827 hCV3289045 22367311 Intron 1 A/G

hCV12102189 22371548 Intron 1 C/A
rs7970824 hCV12102192 22373705 Intron 1 G/A
rs3803101 hCV27485951 22378575 Exon 1 G/T

hCV26766547 22378888 Exon 1 C/A
rs3809202 22380417 Promotor G/A

Tab. 5.13.: Die ausgewählten SNPs auf dem Ch12. Die monomorphen SNPs im Münchner Kollektiv sind grau

markiert.

Die SNPs rs2300717, rs2287166 und rs2193179 zeigten eine Abweichung vom HWE

und demzufolge wurden diese aus den weiteren statistischen Analysen ausgeschlossen. Eine

Abweichung von HWE könnte auf eine fehlerhafte Genotypisierung oder

Populationssubstruktur hinweisen. Die durchgeführte Analyse der Allelverteilung zeigte

signifikante p-Werte für 11 SNPs. Die stärksten Assoziationshinweise auf AD wurden für die

SNPs rs2300719 und rs1861606 (p=0,004) nachgewiesen. Der SNP rs2300719 war nur bei

der EOAD Subgruppe signifikant (p=0,002). Bei allen signifikanten SNPs, mit der Ausnahme

von dem SNP rs2300719 war das Minor Allel das Risikoallel. Nach einer Korrektur für

multiples Testen konnte für keinen SNP ein lokales Signifikanzniveau von p≤0,0013

(0,05/39=0,0013) nachgewiesen werden. Demzufolge konnten die vorher signifikanten

Abweichungen von der Nullhypothese nicht bestätigt werden. Einzelne Ergebnisse des

allelischen Tests sind in der Tabelle 5.14. dargestellt.

Abb. 5.15. stellt die LD-Blöcke im ST8SIA1 dar. Alle signifikanten SNPs liegen

innerhalb der chromosomalen Regionen mit niedrigen Rekombinationsraten. Die stark

signifikanten intronischen SNPs rs2300719 und rs1861606 befinden sich in den Blöcken 1

(der paarweise Vergleich mit rs2300718: r²=0,801, D’=0,93) bzw. 6 (der paarweise Vergleich

mit rs2160536: r²=0,198, D’=0,87 und rs7295402: r²=0,890; D’=0,95). Restliche signifikant

assozierte SNPs sind in den Blöcken 1, 3, 4, 5 und 6 zu finden. Die folgende Haplotypanalyse

zeigte signifikante p-Werte in dem ersten und sechsten LD-Block (p=0,0323 für 1.7 und
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p=0,0154 für 6.3). Jedoch konnten diese Befunde nach einer Bonferroni-Adjusierung für

multiples Testen nicht als statistisch signifikante Assoziationsergebnisse bestätigt werden. Die

Frequenzen bei den Kontrollen und Erkrankten für die beiden Haplotypen betrugen

0,018/0,006, bzw. 0,187/0,249 (Tab. 5.15.).
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Abb. 5.14.: Schematische Darstellung des ST8SIA1 Gens. Grüne Boxen stellen exonische Bereiche dar. Die polymorphen SNPs wurden schwarz und rot markiert, wobei der rote

eine starke Signifikanz zeigte. Grau markierte SNPs waren monomorph. SNPs, die eine HWE Abweichung zeigten, sind hier nicht dargestellt.
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SNP ID Minor Allel ν
(Ko./Fälle)

GE
(%)

HWE p-Wert für das gesamte
Kollektiv

p-Wert für EOAD p-Wert für LOAD

hCV25604142 0,006 / 0,002 98,6 1,0 0,353 0,752 0,268
rs704219 0,184 / 0,182 92,9 1,0 0,975 0,377 0,458
rs10841974 0,375 / 0,383 98,1 0,296 0,617 0,727 0,541
hCV3289058 0,125 / 0,165 92,5 0,986 0,028 (T); 1,46 [1,04-2,04] 0,048 (T); 1,67 [1,01-2,76] 0,217
rs2216228 0,179 / 0,167 96,6 0,532 0,242 0,750 0,135
rs2300717 0,437 / 0,440 98,3 0,038
rs2300718 0,234 / 0,225 96,0 0,741 0,761 0,059 0,278
rs2300719 0,245 / 0,210 92,0 0,138 0,138 0,002 (G); 2,04 [1,3- 3,19] 0,471
hCV2780093 0,137 / 0,171 98,1 1,0 0,059 0,090 0,460
rs1558793 0,365 / 0,360 100 0,673 0,755 0,511 0,847
rs10459079 0,404 / 0,432 95,7 0,945 0,155 0,639 0,265
rs12815085 0,162 / 0,189 97,6 1,0 0,095 0,117 0,678
rs4762896 0,247 / 0,216 90,2 0,475 0,103 0,495 0,242
rs2300726 0,449 / 0,415 97,7 0,112 0,257 0,510 0,643
rs2017107 0,461 / 0,421 91,5 0,606 0,153 0,459 0,424
rs11612801 0,194 / 0,221 99,4 0,378 0,121 0,102 0,963
rs12811237 0,183 / 0,219 95,3 0,439 0,061 0,080 0,697
rs12310364 0,435 / 0,403 95,0 0,862 0,234 0,777 0,367
rs2193177 0,079 / 0,107 93,4 1,0 0,037 (T); 1,55 [1,03-2,34] 0,049 (T); 1,87 [1-3,5] 0,407
rs1019332 0,185 / 0,230 98,9 1,0 0,017 (C); 1,40 [1,06-1,85] 0,049 (C); 1,52 [1-2,31] 0,263
rs2012722 0,489 / 0,460 98,4 0,681 0,305 0,761 0,429
rs11834129 0,335 / 0,308 98,3 0,861 0,170 0,510 0,217
rs3782524 0,189 / 0,238 98,9 0,88 0,010 (C); 1,44 [1,09-1,9] 0,024 (C); 1,6 [1,07-2,41] 0,250
rs4762901 0,457 / 0,429 91,6 0,574 0,350 0,265 0,914
hCV2780146 0,133 / 0,157 90,5 0,725 0,133 0,075 0,957
hCV2780147 0,124 / 0,152 96,6 0,446 0,060 0,016 (G); 1,85 [1,12-6,05] 0,947
rs2287166 0,357 / 0,315 91,7 0,026
rs2072542 0,462 / 0,454 95,0 0,946 0,818 0,588 0,283
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rs12099876 0,126 / 0,156 94,2 0,402 0,062 0,018 (A); 1,84 [1,11-3,03] 0,795
rs11610434 0,118 / 0,143 93,9 1,0 0,105 0,044 (G); 1,72 [1,02-2,92] 0,742
rs11614453 0,125 / 0,157 98,9 0,820 0,038 (T); 1,41 [1,02-1,96] 0,030 (T); 1,74 [1,05-2,86] 0,721
rs11832631 0,022 / 0,021 94,9 0,211 0,891 0,216 0,289
rs2160536 0,445 / 0,429 99,7 0,586 0,561 0,601 0,890
rs1861606 0,213 / 0,278 92,9 0,832 0,004 (A); 1,49 [1,14-1,96] 0,071 0,042 (A); 1,49 [1,01-2,2]
rs2193179 0,484 / 0,455 95,2 0,022
rs7295402 0,232 / 0,274 93,0 0,599 0,042 (C); 1,32 [1-1,72] 0,168 0,188
rs10492283 0,393 / 0,412 95,4 0,691 0,405 0,489 0,825
rs2728827 0,492 / 0,479 91,2 1,0 0,710 0,627 1,000
hCV12102189 0,358 / 0,382 97,2 0,994 0,359 0,376 0,761
rs7970824 0,496 / 0,488 97,4 0,198 0,833 0,792 0,899
rs3803101 0,240 / 0,222 100 0,619 0,659 0,738 0,386
rs3809202 0,042 / 0,039 97,4 0,707 0,659 0,738 0,386

Tab. 5.14.: Ergebnisse des Allelischen Tests (Logistische Regression mit Kovariaten Erkrankungsalter (Age of Onset) und Geschlecht) für das ST8SIA1 Gen. Die statistische

Analyse wurde für das gesamte Kollektiv, EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt. OR mit 95% CI wurde für signifikante SNPs dargestellt.
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Abb. 5.15.: LD-Struktur im ST8SIA1. Quadrierte Korrelationskoeffizientwerte sind für jedes Paar von SNP Loci mittels Softwarepaket Haploview berechnet und farbkodiert

dargestellt: schwarz, hoher r² Wert; weiß, niedriger r² Wert. Haplotyp-Blöcke, bezeichnet durch die hohe D’ Werte, sind zugefügt.
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Block Haplotyp
ID

Sequenz Frequenz
(Kontrollen/Fälle)

p-Wert

1 1.1 GAATGG 0,400 / 0,416 0,6913
1.2 GAACGG 0,178 / 0,167 0,4891
1.3 ACATAA 0,173 / 0,164 0,7637
1.4 GCTTGG 0,121 / 0,151 0,1149
1.5 GCATAA 0,049 / 0,032 0,1246
1.6 ACATAG 0,010 / 0,014 0,4100
1.7 GAATGA 0,018 / 0,006 0,0323 (1)

2 2.1 CCCG 0,354 / 0,354 0,9977
2.2 CTTG 0,232 / 0,232 0,9720
2.3 CTCG 0,240 / 0,220 0,3795
2.4 TTTT 0,131 / 0,164 0,0852
2.5 CTTT 0,029 / 0,024 0,5682

3 3.1 CTACGCA 0,427 / 0,391 0,1792
3.2 TCGCGTA 0,234 / 0,215 0,3941
3.3 CCGCGTA 0,117 / 0,131 0,4672
3.4 CCGGCTA 0,094 / 0,110 0,3358
3.5 CCGGCTT 0,083 / 0,108 0,1318

4 4.1 ATCAGAA 0,434 / 0,389 0,2122
4.2 AGTAAAA 0,299 / 0,272 0,2736
4.3 CGCCAGG 0,123 / 0,138 0,4343
4.4 CGCCAAA 0,054 / 0,078 0,0841
4.5 ATTAAAA 0,030 / 0,027 0,7649
4.6 ATCAAAA 0,019 / 0,023 0,6634
4.7 AGCAAAA 0,020 / 0,020 0,9976

5 5.1 AGAC 0,529 / 0,518 0,9053
5.2 GGAC 0,328 / 0,297 0,1729
5.3 GAGT 0,109 / 0,142 0,2052

6 6.1 CGT 0,430 / 0,407 0,3842
6.2 TGT 0,323 / 0,290 0,1432
6.3 TAC 0,187 / 0,249 0,0154 (0,5236)
6.4 TGC 0,015 / 0,010 0,1078

7 7.1 GC 0,489 / 0,466 0,4356
7.2 AA 0,355 / 0,373 0,5235
7.3 AC 0,153 / 0,151 0,9297

Tab. 5.15.: Haplotypberechnung für ST8SIA1. Adjustierte p-Werte nach Bonferroni: siehe Werte in Klammer.

Die Ergebnisse der durchgeführten Dreilocushaplotypenanalyse sind in der Abbildung

5.16. dargestellt. Das stärkste Assoziationssignal wurde für den Haplotyp 30.3 (Marker:

rs11832631, rs2160536, rs1861606; Frequenz=21.8%) nachgewiesen. Hier wurde ein p-Wert

von 0,008 erzielt. Detaillierte Ergebnisse sind im Anhang (Tab. 7.5.) dargestellt.
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Abb. 5.16. Drei-Locusanalyse von SNPs im ST8SIA1.

Die folgende statistische Analyse der Genotypen wies für den SNP rs1861606 die

stärkste Assoziation mit AD aus (p=0,006 im Additiven Modell). In der detaillierten Analyse

nach dem Erkrankungsalter (Age of Onset), wurde in der EOAD Subgruppe SNP rs2300719

als starker Assoziationsmarker bestätigt (p=0,003 im Additiven Modell). Weitere signifikante

Werte waren zu finden für die folgenden SNPs: hCV3289058, rs2193177, rs1019332,

rs3782524, hCV2780147, rs12099876, rs11614453 und rs7295402. Nach einer Korrektur für

multiples Testen waren diese Assoziationen jedoch nicht mehr signifikant. Detaillierte

Ergebnisse sind in der Tabelle 5.16. dargestellt.
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gesamtes Kollektiv EOAD LOADSNP ID
Add. Rez. / Dom. Add. Rez. / Dom. Add. Rez. / Dom.

hCV25604142 0,244 0,244 / -* 0,894 0,894 / -* 0,205 0,205 / -*
rs704219 0,975 0,859 / 0,730 0,389 0,244 / 0,724 0,459 0,395 / 0,962
rs10841974 0,602 0,566 / 0,839 0,710 0,450 / 0,710 0,532 0,211 / 0,569
hCV3289058 0,032 0,051 / 0,155 0,052 0,053 / 0,371 0,231 0,366 / 0,215
rs2216228 0,349 0,253 / 0,826 0,747 0,699 / 0,912 0,268 0,157 / 0,759
rs2300718 0,759 0,722 / 0,979 0,056 0,067 / 0,305 0,275 0,270 / 0,631
rs2300719 0,153 0,283 / 0,151 0,003 0,007 / 0,043 0,444 0,377 / 0,883
hCV2780093 0,058 0,055 / 0,502 0,092 0,103 / 0,393 0,453 0,418 / 0,950
rs1558793 0,754 0,891 / 0,407 0,518 0,668 / 0,497 0,846 0,613 / 0,722
rs10459079 0,144 0,054 / 0,803 0,640 0,845 / 0,541 0,242 0,042 / 0,622
rs12815085 0,092 0,076 / 0,661 0,117 0,228 / 0,123 0,672 0,423 / 0,328
rs4762896 0,116 0,096 / 0,533 0,504 0,478 / 0,813 0,265 0,228 / 0,661
rs2300726 0,236 0,203 / 0,576 0,465 0,464 / 0,702 0,644 0,382 / 0,818
rs2017107 0,155 0,088 / 0,602 0,431 0,432 / 0,662 0,447 0,172 / 0,834
rs11612801 0,113 0,179 / 0,201 0,098 0,184 / 0,143 0,962 0,985 / 0,836
rs12811237 0,060 0,134 / 0,085 0,078 0,196 / 0,070 0,694 0,800 / 0,602
rs12310364 0,231 0,267 / 0,418 0,764 0,972 / 0,544 0,383 0,231 / 0,888
rs2193177 0,039 0,058 / 0,210 0,057 0,068 / 0,313 0,403 0,494 / 0,999
rs1019332 0,021 0,060 / 0,041 0,050 0,069 / 0,210 0,289 0,478 / 0,212
rs2012722 0,300 0,298 / 0,530 0,753 0,635 / 0,990 0,433 0,431 / 0,628
rs11834129 0,163 0,389 / 0,106 0,504 0,608 / 0,542 0,207 0,595 / 0,064
rs3782524 0,015 0,058 / 0,020 0,028 0,047 / 0,118 0,283 0,542 / 0,146
rs4762901 0,377 0,128 / 0,869 0,273 0,282 / 0,489 0,920 0,452 / 0,511
hCV2780146 0,141 0,290 / 0,092 0,079 0,208 / 0,064 0,958 0,819 / 0,646
hCV2780147 0,065 0,174 / 0,046 0,019 0,094 / 0,999 0,948 0,874 / 0,804
rs2072542 0,816 0,933 / 0,621 0,581 0,557 / 0,769 0,285 0,380 / 0,385
rs12099876 0,071 0,260 / 0,021 0,023 0,150 / 0,999 0,800 0,643 / 0,641
rs11610434 0,117 0,243 / 0,091 0,053 0,139 / 0,062 0,750 0,598 / 0,673
rs11614453 0,042 0,102 / 0,062 0,036 0,129 / 0,036 0,724 0,799 / 0,670
rs11832631 0,894 0,917 / 0,999 0,258 0,330 / 0,999 0,284 0,284 / *
rs2160536 0,553 0,556 / 0,724 0,587 0,734 / 0,575 0,889 0,712 / 0,852
rs1861606 0,006 0,039 / 0,008 0,082 0,130 / 0,174 0,061 0,184 / 0,048
rs7295402 0,046 0,161 / 0,035 0,168 0,344 / 0,132 0,200 0,347 / 0,194
rs10492283 0,396 0,460 / 0,530 0,489 0,479 / 0,700 0,820 0,963 / 0,619
rs2728827 0,718 0,309 / 0,649 0,620 0,917 / 0,483 1,000 0,288 / 0,262
hCV12102189 0,348 0,194 / 0,992 0,372 0,171 / 0,838 0,753 0,742 / 0,882
rs7970824 0,826 0,728 / 0,999 0,773 0,873 / 0,531 0,898 0,534 / 0,667
rs3803101 0,390 0,120 / 0,341 0,454 0,317 / 0,852 0,491 0,162 / 0,329
rs3809202 0,664 0,703 / 0,706 0,748 0,571 / 0,999 0,389 0,537 / 0,999

* Kein dominantes Modell (kein Homozygot).

Tab. 5.16.: Ergebnisse des Genotyptests für ST8SIA1. Die statistische Analyse wurde für das gesamte Kollektiv,

EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt. Für jeden SNP wurden drei statistische Modelle durchgeführt:

Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel.
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5.2.1.1. Überprüfung der Assoziationsergebnisse in unabhängigen Studien

Vier SNPs (rs2300719, rs3782524, rs12099876 und rs1861606), die im Münchener

Kollektiv die stärksten Assoziationen mit AD zeigten, wurden anschließend in drei

unabhängigen Studien (aus Schweden, Australien und im Geschwisterpaar-Kollektiv aus

Deutschland) reanalysiert. Die ausgewählten SNPs erzielten ausreichende

Genotypisierungseffizienz (92-97%) und zeigten keine Abweichung vom HWE. Zwei SNPs,

rs2300719 und rs12099876 (Tab. 5.17. a und c) zeigten in dem schwedischen Kollektiv starke

Assoziationssignale. Für den SNP rs1861606 war es möglich eine schwache Assoziation zu

detektieren. Bei den australischen Probanden wurde nur der SNP rs12099876 genotypisiert.

Jedoch konnte hier eine Assoziation nicht bestätigt werden. In der Tabelle 5.17. a – d sind die

detaillierten Replikationsergebnisse angegeben.

In der Geschwisterpaarstudie standen insgesamt 287 Familien (301 Erkrankten und

444 gesunde Geschwister) für die Genotypisierung zur Verfügung. Das durchschnittliche

Alter der Probanden betrug 72,0±9,06 Jahre bei Erkrankten, bzw. 68,4±10,1 Jahre bei deren

Kontrollen. Die statistischen Tests konnten nur bei den Familien durchgeführt werden, wo es

Unterschied in der Allele-, bzw. Genotypen- Verteilung zwischen Erkrankten und ihren

gesunden Geschwistern gab. Letztendlich war die Anzahl der informativen Familien klein (60

bis 108). Bei diesen Familien zeigten die getesteten SNPs keine Assoziation mit AD.
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Kollektiv N Alter Allelfreq. (%) p-Wert (Allelic Test) p-Wert (Genotyp Test)
G A GeKo EOAD LOAD gesamtes Kollektiv EOAD LOAD

München
AD 440 72,41 ± 9,58 0,790 0,210 0,138 0,002 0,471 0,153 / 0,283 / 0,151 0,003 / 0,007 / 0,043 0,444 / 0,377 / 0,883
Kontrollen 263 66,12 ±12,7 0,755 0,245
Stockholm
AD 252 67,87 ± 6,06 0,704 0,296 0,004 0,004 0,272 0,005 / 0,024 / 0,017 0,004 / 0,024 / 0,015 0,292 / 0,275 / 0,445
Kontrollen 630 73,14 ± 8,88 0,770 0,230

Tab. 5.17.a: Repliktionsergebnisse für ST8SIA1 SNP rs2300719 aus der schwedischen Studie. Bei der statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle

durchgeführt: Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes

Kollektiv).

Kollektiv N Alter Allelfreq. (%) p-Wert (Allelic Test) p-Wert (Genotyp Test)
A C GeKo EOAD LOAD gesamtes Kollektiv EOAD LOAD

München
AD 440 72,41 ± 9,58 0,762 0,238 0,010 0,024 0,250 0,015 / 0,058 / 0,020 0,028 / 0,047 / 0,118 0,283 / 0,542 / 0,146
Kontrollen 263 66,12 ±12,7 0,811 0,189
Stockholm
AD 252 67,87 ± 6,06 0,788 0,212 0,733 0,632 0,252 0,732 /0,256 / 0,367 0,628 / 0,773 / 0,496 0,253 / 0,175 / 0,046
Kontrollen 630 73,14 ± 8,88 0,777 0,223
* bei Aussies konnte nicht geplext werden.

Tab. 5.17.b: Repliktionsergebnisse für ST8SIA1 SNP rs3782524 aus der schwedischen Studie. Bei der statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle

durchgeführt: Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes

Kollektiv).
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Kollektiv N Alter Allelfreq. (%) p-Wert (Allelic Test) p-Wert (Genotyp Test)
G A GeKo EOAD LOAD gesamtes Kollektiv EOAD LOAD

München
AD 440 72,41 ± 9,58 0,845 0,155 0,062 0,018 0,795 0,071 / 0,260 / 0,021 0,023 / 0,150 / 0,999 0,800 / 0,643 / 0,641
Kontrollen 263 66,12 ± 12,7 0,874 0,126
Stockholm
AD 252 67,87 ± 6,06 0,909 0,091 0,009 0,703 0,006 0,010 / 0,863 / 0,004 0,710 / 0,718 / 0,764 0,005 / 0,341 / 0,001
Kontrollen 630 73,14 ± 8,88 0,856 0,144
Perth
AD 224 77,32 ± 10,9 0,836 0,164 0,630 0,733 0,967 0,637 / 0,713 / 0,639 0,830 / 0,708 / 0,728 0,982 / 0,820 / 0,537
Kontrollen 315 76,93 ± 12,7 0,820 0,180

Tab. 5.17.c: Repliktionsergebnisse für ST8SIA1 SNP rs12099876 aus der schwedischen und australischen Studien. Bei der statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei

Modelle durchgeführt: Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte sind duch Querstriche getrennt. (GeKo =

gesamtes Kollektiv).

Kollektiv N Alter Allelfreq. (%) p-Wert (Allelic Test) p-Wert (Genotyp Test)
G A GeKo EOAD LOAD gesamtes Kollektiv EOAD LOAD

München
AD 440 72,41 ± 9,58 0,720 0,280 0,004 0,071 0,042 0,006 / 0,039 / 0,008 0,082 / 0,130 / 0,174 0,061 / 0,184 / 0,048
Kontrollen 263 66,12 ±12,7 0,787 0,213
Stockholm
AD 252 67,87 ± 6,06 0,713 0,287 0,188 0,276 0,944 0,174 / 0,044 / 0,513 0,306 / 0,930 / 0,187 0,944 / 0,102 / 0,454
Kontrollen 630 73,14 ± 8,88 0,746 0,254

Tab. 5.17.d: Repliktionsergebnisse für ST8SIA1 SNP rs1861606 aus der schwedischen Studie. Bei der statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle

durchgeführt: Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes

Kollektiv).
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5.2.1.2. Sequenzierung des Exons 2

Die statistische Analyse der genotypisierten SNPs in ST8SIA1 zeigte mehrere

signifikante Ergebnisse zu intronischen SNPs um das Exon 2. Jedoch konnte keine

funktionelle Mutation identifiziert werden. Um eine kausale Mutation, die an der

Krankheitsentwicklung beteiligt sein könnte, zu identifizieren, wurde das Exon 2 (144 bp) mit

den benachbarten Regionen (insg. 313 bp) mittels PCR amplifiziert und anschließend von

beiden Seiten sequenziert (Abb. 5.17.). Die PCR Primer wurden so entworfen, dass

mindestens je 40 bp der jeweiligen intronischen Sequenzen amplifiziert und sequenziert

wurden. So wurde vermieden die SNPs innerhalb der Exon-Intron-Grenzen zu übersehen. Die

Auswertung der Chromatogrammen ist im Kapitel 5.1.1.1.2. beschrieben.

Die Sequenzierungsreaktionen wurden mit DNA von insg. 171 Probanden aus dem

Münchner Kollektiv (davon 96 AD-Patienten und 75 Kontrollen) durchgeführt. Zwei SNPs

aus den Datenbanken (rs2287166 und rs2072542) wurden als bialellisch bestätigt und zwei

(rs7956389 und rs7956659) waren bei den untersuchten Probanden monomorph. Es wurden

jedoch keine neuen SNPs entdeckt.

Abb. 5.17.: Sequenzierte Region auf dem Chromosom 12. Rote Box markiert das Seguenzierungsprodukt und

die grüne Box das Exon 2.
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5.2.2. Funktionelle Analyse der signifikanten Ergebnisse auf dem Chromosom 12

Auf dem Chromosom 12 wiesen mehrere intronische SNPs um das Exon 2 im

ST8SIA1 auf eine Assoziation mit AD hin. In die funktionelle Analyse wurden zwei

replizierbare SNPs mit dem stärksten Assoziationssignal einbezogen (rs12099876 und

rs1861606). Bei den beiden SNPs wurde das Minor Allel als Risikoallel bestätigt. Es wurde

vermutet, dass die Risikoallele der signifikanten ST8SIA1-Marker die Entstehung der

verschiedenen Spleißvarianten beeinflussen können. Um diese Hypothese zu testen wurden

die Hirnsamples (von Frontal und Inferrior Temporal Gyrus) von 11 AD Patienten und 8

Kontrollen analysiert und miteinander verglichen.

In dem ersten Schritt wurde die DNA aus dem Hirngewebe isoliert und die

ausgewählten SNPs unter Anwendung von Restriktionsenzymen genotypisiert. Nachfolgend

wurde die RNA aus dem Hirngewebe isoliert, die cDNA produziert und mittels spezifischen

PCR Primer amplifiziert. Die verwendeten Primer wurden so entworfen, dass sich die

entstehenden PCR Produkte miteinander überlappten. Mit drei verschiedenen Produkten

(Exon 1- Exon 4 [Produkt 1], Exon 1- Exon 3 [Produkt 2] und Exon 2 – Exon 5 [Produkt 3])

wurde das ganze Gen abgedeckt (Abb. 5.18.).

Abb. 5.18.: Die Ampflizierungsprodukte der ST8SIA1 cDNA. Exonische Bereiche sind mit grünen und drei

erwartete Amplifikate mit roten Balken dargestellt.

Die anschließende Analyse der PCR Produkte wies nicht auf eine Spleißvariante in der

das Exon 2 beeinträchtig wäre. Jedoch wurde bei der Amplifizierung der Produkten 1 und 3 je

ein zusätzliches Fragment bei allen Probanden erzeugt (Abb. 5.19.). Beide Fragmente waren

je ca. 110 Basen kürzer als die erwarteten Produkte. Die Auswahl der alternativen

Spleißstellen ist von komplexen Regulationsmechanismen abhängig. Demzufolge ist eine

präzise Vorhersage über den Ein- oder Ausschluss eines Exons nur durch die Sequenzierung

möglich. Durch die anschließende Sequenzierung von beiden Seiten wurde bestätigt, dass das
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Exon 3 in dieser Spleißvariante nicht vorhanden war. Die Analyse der Chromatogrammen

ergab eine hundertprozentige Sequenzübereinstimmung, womit die erhaltenen Ergebnisse als

zuverlässig anzusehen sind. Die neue Spleißvariante ist bei der GenBank unter EU041716

angemeldet.

Abb. 5.19.: Die Gelelekrtophorese der PCR Produkten: a) Das erwartete Produkt bei 440 bp (Exon 1- Exon 4)

und ein zusätzliches Produkt bei ca. 330 bp und b) Das erwartete Produkt bei 440 bp (Exon 2- Exon 5) und ein

zusätzliches Produkt bei ca. 330 bp.
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6. Diskussion

Komplexe Erkrankungen wie Alzheimer Krankheit sind kausal nicht nur auf einen

Mechanismus zurückzuführen, sondern resultieren aus einem Zusammenspiel verschiedener

genetischer und umweltbedingter, bzw. lebensstilabhängiger Risikofaktoren (Brown RC et al.,

2005). Mutationen in den Genen PS1, PS2 und APP verursachen die verstärkte Produktion

des Aβ 42 und führen somit zu seiner Ablagerung in Form von Amyloidplaques, eines der

wichtigsten Merkmale der AD (Ozturk A et al., 2007). Ein weiteres starkes Indiz für eine

Assoziation mit AD bilden die zahlreichen Studien in denen das Allel ε4 im APOE Gen als

der stärkste Riskofaktor für LOAD, bzw. sporadische Form der AD nachgewiesen wurde

(Rebeck GW et al., 2006).

Es ist anzunehmen, dass neben den oben genannten genetischen Risikofaktoren viele

weitere Gene, bzw. ihre Mutationen einen Beitrag zur Entwicklung und zum Verlauf der

Alzheimer Erkrankung leisten. In mehreren genomweiten Studien wurde eine Kopplung der

chromosomalen Regionen 10q22-24 und 12p13-q13 mit dem AD Phänotyp bei Kaukasiern

nachgewiesen (Myers A et al., 2002; Liu F et al., 2007; Scott WK et al., 2000). In dieser

Arbeit wurden insbesondere die SNPs von Kandidatengenen in den oben genannten

Quantitativen Trait Loci (QTL) auf eine Assoziation mit AD getestet und anschließend

Kandidatengene funktionell charakterisiert.

Im Folgenden werden Qualität der Daten, Studiendesign, die erzielten Ergebnisse der

Assoziations- und der funktionellen Analyse, sowie ihre Relevanz für die Alzheimer

Krankheit diskutiert.

6.1. Vor- und Nachteile der ausgewählten Studiendesigns

Durch Assoziationsstudien können krankheitsrelevante Gene identifiziert werden.

Hierfür bieten sich zwei Ansätze an: das Fall-Kontroll- und das familienbasierte

Studiendesign. Der häufigste Studientyp in der Epidemiologie ist die Fall-Kontroll Studie mit

unabhängigen und unverwandten Stichproben (Lewis CM, 2002). Vorliegend wurde eine

Fall-Kontroll-Studie in einer deutschen Population durchgeführt, deren

Assoziationsergebnisse als Ausgangsbasis für die weiteren Analysen dienten. Um mögliche

fehlerhafte Assoziationsergebnisse, die in einer Fall-Kontroll-Studie vorkommen können,

auszuschließen, wurden die signifikanten Ergebnisse in weiteren unabhängigen Fall-Kontroll-
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Studien, sowie in einer Geschwisterpaarstudie getestet. Beide Ansätze haben Vor- und

Nachteile.

Mittels einer Fall-Kontroll-Studie werden genetische Marker (SNPs) identifiziert, die

signifikante Unterschiede bzgl. der Allel-; bzw. Genotypfrequenz zwischen betroffenen

Individuen (Fällen) und unabhängigen gesunden Kontrollen liefern (Lewis CM, 2002). Um

die gleiche Information zu erreichen, werden in einem Geschwisterpaaransatz die gesunden

Geschwister der betroffenen Individuen als Kontrollgruppe einbezogen (Whittemore AS et Tu

IP, 2000). Zur Untersuchung der Krankheiten die eine lange Latenzzeit haben, sowie zur

Aufklärung der Ursache von akuten Krankheitsausbrüchen sind Fall-Kontroll-Studien ein

wichtiges Instrument. Im Vergleich zu den Geschwisterpaarstudien sind diese nicht allzu

aufwendig und daher kostengünstig. So ist es möglich, in einer relativ kurzen Zeit eine

umfangreiche Stichprobe zu untersuchen. Auf die Auswahl geeigneter Kontrollen ist dabei

stets zu achten. Um sicher zu stellen, dass Fälle und Kontrollen hinsichtlich der wichtigsten

Faktoren (gleiche Bevölkerungsgruppe, Alter, Geschlecht, sozioökonomischer Status etc.)

vergleichbar sind, müssen beide Gruppen „gematched“ werden (Lewis CM, 2002). Dadurch

werden Strukturunterschiede in den „matching Variablen“ aufgehoben,

Stratifizierungsprobleme sind jedoch nicht vollständig auszuschließen. Unter Stratifikation

versteht man, wenn Fälle und Kontrollen aufgrund von Populationsstrukturen eine Diversität

hinsichtlich der Allelfrequenzen verschiedener Marker aufweisen, die nicht auf die Krankheit

zurückzuführen sind. Dies kann oft zu fehlerhaften Assoziationsergebnissen führen, die sich

später durch unabhängige Experimente nicht bestätigen lassen (Schork NJ et al., 2001). Die

Stratifikationseffekte können durch die Genotypisierung adäquater Mengen der „genomic

control“ (GC) Marker minimiert werden (Devlin B et al., 2000). Voraussetzung für die

Auswahl der GC Marker ist, dass diese mit den analysierten Marker nicht gekoppelt sind und

keine Assoziation mit dem untersuchten Phänotyp zeigen. Der Informationsgewinn aus Fall-

Kontroll-Studien hat allerdings auch Nachteile. Hier kann nur ein Outcome untersucht werden

(Lewis CM, 2002). Des Weiteren können aus einem Fall-Kontrollansatz z.B keine Prävalenz-

und Inzidenz- Schätzungen ermittelt werden, da das Fall / Kontrolle Verhältnis durch die

Anzahl der Personen, die in der Studie eingeschlossen werden, bestimmt wird und nicht durch

die Häufigkeit der Fälle in der Bevölkerung. Die Hauptquellen zur Einteilung von „Fällen“

und „Kontrollen“ sind Krankenakten und Interviews mit Patienten und ihren Angehörigen.

Eine unterschiedliche Erinnerungsfähigkeit von Fällen und Kontrollen kann zu einer

Verzerrung führen. Diese wird als Recall Bias bezeichnet (Brown RC et al., 2005). Eine

weitere Form der Informationsbias kann in diejenigen Studien auftreten wo nicht die
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Betroffenen, sondern ihre Familienmitglieder, bzw. Betreuern über die Krankheitsanamnese

befragt werden. Ihnen können oft keine detaillierten Informationen über die Exposition,

Umweltbedingungen und Lebensstil vorliegen, woraus eine Verzerrung resultieren kann

(Ersatz-Interview Bias).

Ein wichtiger Vorteil des Geschwisterpaaransatzes ist der gemeinsame genetische

Hintergrund der Teilnehmer. Die statistische Analyse der Genotypen wird mittels Sib

Transmissions-Disequilibrium Test (S-TDT) und Family-Based Association Test (FBAT)

durchgeführt (s. Kapitel 2.16.2.). Hierfür werden die Genotypen der betroffenen Personen

direkt mit denen ihrer gesunden Geschwister verglichen. Somit werden die Verzerrungen, die

durch stratifizierte Populationen entstehen können, vermieden. Im Gegenteil zur Fall-Kontroll

Studie ist die Durchführung dieses Studientypes zeitaufwendig, da mindestens zwei

Familienmitglieder – ein erkranktes und mindestens ein gesundes Geschwistermitglied –

rekrutiert werden müssen. In der Praxis stellt die ausführliche Dokumentation der

verwandtschaftlichen Beziehungen der Studienteilnehmer ein weiteres Problem dar. Da in die

statistische Assoziationsanalyse nur diejenigen Geschwister mit nachgewiesenen

Allelfrequenzunterschieden einbezogen werden können, resultiert dieses oft in einer niedrigen

Power (Whittemore AS et Tu IP, 2000). Dagegen kann in der Fall-Kontroll-Studie jede

Information über Allelfrequenz verwendet werden.

Als Basis der vorliegenden Arbeit wurde ein Fall-Kontrolldesign benutzt. Dadurch

war es möglich eine große Anzahl von Probanden in die Studie einzubeziehen, womit eine

große Power erreicht wurde. Dagegen war die Rekrutierung von informativen

Geschwisterpaaren wegen des späten Erkrankungsalters (Age of Onset) bei der AD erschwert.

Um evtl. auftretende Stratifikationsprobleme auszuschließen, wurden die signifikanten

Assoziationsergebnisse aus dem Münchner Kollektiv in fünf weiteren kaukasischen Samples

getestet - in vier unabhängigen Fall-Kontrollstudien aus Deutschland, Italien, Schweden und

Australien und einer Geschwisterpaarstudie aus Deutschland. In dem australischen Kollektiv

wurden ausschließlich die Probanden europäischer Abstammung einbezogen (persönliche

Mitteilung Herr Dr. Simon M Laws).
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6.2. Zusammenfassung und Diskussion der Hauptergebnisse

Die Genotypisierungsdaten für einzelne Gene wurden mittels entsprechenden

statistischen Tests (s. Kapitel 2.16.) ausgewertet und die signifikanten Assoziationsergebnisse

nach der Bonferroni-Methode korrigiert. Mit diesem Verfahren wird das α-Fehler-Niveau für

jeden einzelnen Test soweit herabgesetzt, dass der kumulierte Fehler 0,05 beträgt. Der

Nachteil solcher Alpha-Adjustierungen ist, dass die Power der Tests, d.h. die

Wahrscheinlichkeit einen tatsächlich vorhandenen Unterschied aufzudecken, beim multiplen

Test mit der Anzahl der zu testenden Hypothesen abnimmt. Demzufolge können hier nur

hochsignifikante Ergebnisse zur Ablehnung der Nullhypothese führen.

Die entscheidende Voraussetzung für den Nachweis einer wahren Assoziation

zwischen jeweiligen Polymorphismen und Phänotyp bei komplexen Erkrankungen ist die

Replikation der statistisch signifikanten Ergebnisse in unabhängigen Studien.

In der vorliegenden Arbeit zeigten mehrere SNPs eine statistisch signifikante

Assoziation, die nach der Korrektur für multiples Testen nicht mehr signifikant war. Jedoch

konnte hier die Validität der signifikanten Befunde aus dem Screening Sample durch die

erfolgreiche Replikation in unabhängigen Kohorten bestätigt werden.

6.2.1. Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse auf dem Chromosom 10

In der Linkage Region für AD auf dem Chromosom 10 befinden sich mehrere

positionelle Kandidatengene. Die durchgeführten Analysen in der vorliegenden Arbeit

wurden auf den funktionellen Kandidat PLAU fokussiert, mit dem Ziel seine Rolle in der

Entstehung und dem Verlauf der Alzheimer Krankheit aufzuklären. Um die LD-Blöcke zu

definieren, sowie evtl. weitere Assoziationssignale zu identifizieren, wurden auch die

benachbarten Gene in die Analyse einbezogen. Die Genotypisierung wurde im Rahmen einer

großen Fall-Kontroll-Studie aus München durchgeführt und die Genotypisierungsdaten

bezüglich dem gesamten Kollektiv, bzw. der EOAD- und LOAD- Subgruppe statistisch

ausgewertet. Für AD ist es von besonderer Bedeutung die genetischen Faktoren zu

identifizieren, die zu einem frühen Krankheitsausbruch führen. Die statistische Analyse für

die EOAD Subgruppe lieferte neben einem relativ schwachen Assoziationssignal für den

intronischen SNP rs10458656 im CaMK2G (s. Tab. 5.5.) einen starken Assoziationshinweis

für den funktionellen exonischen PLAU SNP rs2227564 (s. Tab. 5.2.). Als AD-Risikofaktor
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wurde hier das Minor Allel T bestätigt. Um evtl. weitere kausale SNPs im Exon 6 zu

identifizieren, wurde das ganze Exon sequenziert. Hierbei wurde eine seltene DNA-Variation

(s. Kapitel 5.1.1.1.2.) nachgewiesen, die jedoch keine Assoziation mit der AD zeigte.

Weiterhin ist unwahrscheinlich, dass ein zum SNP rs2227564 entfernter SNP diese

Assoziation auslöst, da der SNP rs2227564 in einer LD-„Breakpoint“ Region liegt und mit

anderen SNPs nicht korreliert ist (s. Abb. 5.3.). Anhand der vorliegenden

Assoziationsergebnisse wurde eine Hypothese aufgestellt, dass das Minor Allel T im PLAU

SNP rs2227564 einen Beitrag zur Ausprägung von der Alzheimer Krankheit leistet. Diese

Hypothese wurde durch die Replikation der signifikanten Assoziationsergebnisse in

unabhängigen Fall-Kontroll-Studien und einer Geschwisterpaarstudie untermauert (s. Tab.

5.4.). Weiterhin wurde angenommen, dass der SNP rs2227564 einen Einfluss auf den Aβ-

Katabolismus hat. Hierfür wurde eine Analyse der Hirnsamples von AD-Patienten

durchgeführt, wobei für die rs2227564 T-Allel-Träger eine signifikant höhere Anzahl der Aβ-

Plaques im Vergleich zu den Nicht-Trägern nachgewiesen wurde. Dieser Effekt war

unabhängig vom APOE ε4 Allel (s. Kapitel 5.1.2.). Aus der Datenanalyse der im Rahmen

dieser Arbeit vorgenommenen Untersuchungen lässt sich schließen, dass PLAU einen Beitrag

zur Ausprägung von Alzheimer Phänotyp leistet.

Die Assoziation zwischen dem PLAU SNP rs2227564 und dem Alzheimer Phänotyp

wurde auch in sieben weiteren Studien diskutiert. Minor Allel T im SNP rs2227564 wurde

von Ertekin-Taner N und Mitarbeitern (2005), sowie von Pesaresi M und Mitarbeitern (2007)

als AD-Risikofaktor bestätigt. Im Gegensatz dazu zeigten Finckh U und Mitarbeiter (2003)

seinen protektiven Effekt auf die Entwicklung dieser komplexen Krankheit. Das gleiche

Assoziationsmuster wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit für die beiden benachbarten

SNPs rs2227562 und rs2227568 nachgewiesen. In zwei Fall-Kontroll-Studien aus der

Schweiz und Griechenland war eine Assoziation zwischen dem funktionellen PLAU SNP und

Alzheimer Krankheit nicht festzustellen (Papassotiropoulos A et al., 2005). Ähnliche Befunde

lieferten drei weiteren Studien (Ozturk A et al., 2007, Bagnoli S et al., 2005; Myers AJ et al.,

2004). Um die Ergebnisse aus den oben genannten Studien quantitativ zu einem Ergebnis

zusammenzufassen, und die Aussagekraft gegenüber von Einzelstudien zu erhöhen, sollte hier

eine Meta-Analyse (Crowther MA et Cook DJ, 2007) durchgeführt werden. Eine Diskrepanz

zwischen den Ergebnissen in den durchgeführten Studien deutet im Wesentlichen auf die

Heterogenität der genetisch komplexen Krankheiten hin. Die publizierten Daten stammen aus

verschiedenen Populationen, in denen Unterschiede bezüglich Allelfrequenz und

Korrelationsstruktur zwischen den genetischen Markern nachgewiesen wurden. Die
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untersuchten Populationen sind auch verschiedenen Umweltbedingungen ausgesetzt. Das

kann zu unterschiedlichen Effekten auf die Ausprägung einer komplexen Krankheit wie AD

resultieren.

Hinsichtlich der Korrelationsstruktur wurden deutliche Unterschiede zwischen den

untersuchten Populationen publiziert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein LD-„Break Point“

im PLAU Exon 6 identifiziert. Jedoch konnte dieser Befund in den amerikanischen Studien

nicht bestätigt werden (Ertekin-Taner N et al., 2005; Myers AJ et al., 2004). Solche

Unterschiede in der LD Struktur zwischen verschiedenen Populationen sind zu erwarten und

ermöglichen oft die Region mit dem Assoziationssignal einzuschränken (Mueller JC,

Lohmussaar E et al., 2005). Weiterhin deutet die schwache Korrelation zwischen den

signifikanten Markern (SNP rs2227562, SNPrs2227564 und SNP rs2227568) und die hohen r²

Werte zwischen den nicht benachbarten Markern auf einen langen und unabhängigen

Mutationsverlauf der einzelnen Marker hin. Neuere Mutationsereignisse können in

verschiedenen Populationen variieren, was in unterschiedlichen populationsabhängigen

Korrelationsstrukturen resultiert und damit eine Replikation der Assoziationsergebnisse

erschwert.

Ein weiterer Diskussionspunkt bei der Durchführung der epidemiologischen Studien

stellt die ausreichende Samplegröße, sowie adäquates Studiendesign dar. In der Studie von

Papassotiropoulos A und Mitarbeitern (2005), sowie Finckh U und Mitarbeitern (2003)

wurden die Studiengruppen mit einer relativ kleinen Probandenanzahl analysiert (98

Probanden aus der Schweiz, 124 Probanden aus Italien, bzw. 270 Probanden aus

Griechenland). Ein weiterer Schwachpunkt der beiden Studien war das Studiendesign. Hier

wurden die Fall-Kotroll-Ansätze mit dem unterschiedlichen genetischen Hintergrund und

einer deutlich unterschiedlichen Genotypdistribution „gepoolt“.

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Ergebnisse der genetischen Assoziationsstudien ist

das Durchschnittsalter der Stichprobe. Dieser Faktor wird oft unterschätzt, was zu einer

Diskrepanz der Ergebnisse zwischen den Studien führen kann. Die Bedeutung der genetischen

Risikofaktoren für das Ausbruchalter der Krankheit wurde in zahlreichen Assoziationsstudien

für den AD-Risikofaktor APOE ε4 berichtet (Bickeböller H et al., 1997). In der vorliegenden

Arbeit wurde ein ähnliches Phänomen für das PLAU Risikoallel nachgewiesen. Die

statistische Auswertung des gesamten Kollektivs aus München und Perth wies auf eine

schwache Assoziation zwischen dem PLAU SNP rs2227564 und AD hin. Jedoch zeigte die

detaillierte Analyse für die EOAD, bzw. LOAD Subgruppe eine steigende Assoziation bei

den jüngeren Probanden, wobei bei den älteren Probanden keine Assoziation festzustellen
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war. Damit lassen sich auch die negativen Assoziationsergebnisse in Studien mit LOAD

Patienten (Myers AJ et al., 2004; Ozturk A et al., 2007) erklären.

Die funktionelle Beteiligung des PLAU Gens an der AD wurde in mehreren Studien

diskutiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine höhere Aβ-Plaquekonzentration bei den

Risikoallelträgern nachgewiesen. Ertekin-Taner N und Mitarbeiter (2005) berichteten über

einen signifikant höheren Aβ 42 Plasmaspiegel bei den T-Allel-Trägern. Weiterhin zeigten sie

eine hohe Aβ Konzentration bei PLAU defizienten Mäusen. Daraus lässt sich vermuten, dass

der Funktionsverlust des PLAU Gens den erhöhten Aβ Plasmaspiegel verursacht. Einen

weiteren Nachweis für die funktionelle Beteiligung von PLAU lieferte die Studie von

Krezowski J, Knudson D und Mitarbeitern (2004). Hier wurden die Folgen der APP-

Überexpression auf das Todesalter bei transgenen Mäusemodellen untersucht. Dabei wurde

eine Region auf dem Maus-Chromosom 14 identifiziert, welche dem letalen Effekt von APP

entgegenwirkt und u.a. mit dem menschlichen Gen PLAU auf dem Chromosom 10 homolog

ist. In der Studie von Papassotiropoulos und Mitarbeitern (2005) wurde auch die Auswirkung

des funktionellen PLAU SNPs auf krankheitsrelevante Merkmale untersucht. Jedoch wurde in

dieser Studie weder ein Effekt auf die signifikant erhöhte Plaqueanzahl im Temporallappen,

noch eine erhöhte Aβ 42 Konzentration in der Gehirn-Rückenmark-Flüssigkeit und im Plasma

nachgewiesen. Es liegt die Vermutung nahe, dass der Grund dafür die Verwendung des

Hirnsamples von Individuen ohne nachgewiesene neurodegenerativen Störungen resultiert.

Die vorliegenden Ergebnisse der Assoziations-, bzw. funktionellen Analyse sprechen

dafür, dass PLAU bzw. sein Genprodukt PLAU einen wichtigen Beitrag zur Entwicklung

dieser komplexen Krankheit leistet.

Obwohl auch das dem PLAU benachbarte Gen CaMK2G mehrere replizierbare

Assoziationssignale zeigte (s. Kapitel 5.1.1.2.), wurden diese in der vorliegenden Arbeit nicht

weiter verfolgt. Der Grund dafür lag in ihrer Lokalisation in intronischen Bereichen, wodurch

sich keine Nachweise über Proteinfunktion ableiten liessen.

http://dict.leo.org/ende?lp=ende&p=hPXz..&search=Gehirn-R%FCckenmark-Fl%FCssigkeit
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6.2.2. Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse auf dem Chromosom 12

Auswirkung der Mutationen im ST8SIA1 auf die Ausprägung der AD wurde bislang

noch nicht aufgeklärt. Die im Rahmen dieser Arbeit vorgenommene Analyse der

Genotypisierungsdaten spricht dafür, dass ST8SIA1 bzw. sein Genprodukt Gangliosid GD3

Synthase einen Beitrag zur Entwicklung der komplexen Gen–Umweltbeziehungen leistet, die

in dem Phänotyp Alzheimer Krankheit resultieren. Die statistische Analyse wurde für das

gesamte Kollektiv, bzw. EOAD und LOAD Subgruppen durchgeführt. Die Auswertung der

Daten der EOAD Subgruppe wies auf eine Assoziation zwischen AD und einer Reihe von

stark korrelierten SNPs um das Exon 2 hin (s. Tab. 5.15., Tab. 5.18. und Abb. 5.11.). Jedoch

konnte hier kein funktioneller SNP identifiziert werden. Im weiteren Verlauf der Alzheimer

Studie ist es wichtig die LD-Blockgrenzen auf der untersuchten chromosomalen Region zu

bestimmen und die SNPs in den benachbarten Genen auf eine Assoziation mit AD zu testen.

Die nachfolgende Replikationsanalyse zeigte keine konsistenten Ergebnisse (s. Kapitel

5.2.1.1.). In der schwedischen Studie wurden die signifikanten Ergebnisse für drei SNPs

(rs2300719, rs12099876 und rs1861606) detektiert und somit die Resultate der deutschen

Studie bestätigt. In der australischen Studie gelang es nur den SNPs rs12099876 in einen

Multiplexansatz zu integrieren und mit der ausreichenden Genotypisierungseffizienz zu

genotypisieren. Jedoch wurde hier keine Assoziation mit AD nachgewiesen. Der mögliche

Grund dafür liegt in der Alterstruktur des untersuchten Samples. Das Durchschnittsalter der

Probanden beträgt 70 Jahren in der deutschen Studie, bzw. 71 in der schwedischen Studie. In

der australischen Stichprobe lag der Mittelwert bei 77 Jahren. Weiterhin zeigte die EOAD

Subgruppe mit insgesamt 79 Probanden zu niedrige Power. Dies erklärt keine positive

Replikation für das Assoziationssignal innerhalb der EOAD Subgruppe. Das Problem mit der

niedrigen Power war auch in der Geschwisterpaarstudie der Fall. Hier war die Anzahl der

informativen Familien (60 bis 108) niedrig was in einer negativen Replikation resultierte.

Aufgrund der Konzentration der Assoziationssignale um das Exon 2 und die negativen

Resequenzierungsergebnisse (s. Kapitel 5.2.1.2.) wurde die Hypothese aufgestellt, dass die

signifikanten intronischen SNPs den Spleißprozess beeinflussen und damit die

Krankheitsentwicklung, bzw. ihren Verlauf verändern. Das alternative Spleißen ist ein

Mechanismus, der bei 40 bis 60% der menschlichen Gene vorkommt und unter anderem die

Synthese von mehreren hundert tausend Proteinen aus 25000 bis 40000 Genen ermöglicht

(Harrison PM et al., 2002; Stoilov P et al., 2002). Die Vielfalt an Proteinisoformen resultiert

oft in unterschiedlichen Proteinfunktionen, bzw. zellspezifischer, entwicklungsspezifischer
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oder krankheitsspezifischer Expression (Thanaraj T et al., 2004). Fehlregulation des

alternativen Spleißens kann auf Proteinebene zu erheblichen Konsequenzen führen und ist in

neueren Studien als Ursache der verschiedenen Krankheiten diskutiert (Philips AV et Cooper

TA, 2000; Stoilov P et al., 2002). Man vermutet, dass etwa 15% aller menschlichen

Krankheiten durch Fehlspleißen verursacht werden (Yoshida R et al., 2006). In der

vorliegenden Arbeit konnte kein Einfluss der Risikoallele der signifikant assoziierten SNPs

im Intron 1 und Intron 2 auf die Entstehung der neuen Spleißvarianten bestätigt werden (s.

Kapitel 5.2.2.). Jedoch lieferten die Vergleichsanalysen der Sequenzierungsdaten von RT-

PCR Produkten einen klaren Nachweis für eine neue Spleißvariante in der das gesamte Exon

3 fehlt (Abb. 6.1.).

Abb. 6.1.: Das alternative Spleißen des ST8SIA1 Genes. Die schwarzen Linien stellen das Transkript aller Exons

dar, die blauen Linien stellen die alternative Spleißversion ohne Exon 3 (EU041716) dar.

In einem weiteren Schritt ist es notwendig den kausalen Hintergrund für den

Spleißprozess zu identifizieren. Durch die Translation der Spleißvariante ohne Exon 3

entstehen mehrere Stoppkodons, was in einem Transkript mit 135 Aminosäuren resultiert

(Abb. 6.2.).
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Abb. 6.2.: Transkript des ganzen ST8SIA1 Gens (a) und der alternativ gespleißten Variante (b). Durch die

Translation der ST8SIA1 mRNA entsteht Protein GD3 Synthase mir 356 Aminosäurenresten (a). Durch das

Rausspleißen von Exon 3 wird die mRNA in ein kürzeres Produkt (135 Aminosäurenresten) transkribiert (b).

Die Veränderung, die durch das alternative Spleißen entsteht, ist hier blau markiert. Stopp Kodons sind mit

Sternchen (*) gekennzeichnet.

Ob die alternativ gespleißte mRNA Variante in vivo tatsächlich translatiert wird, kann

nur über Proteinanalysen nachgewiesen werden. Folgend soll getestet werden, ob es in den

Hirnen von AD Patienten im Vergleich zu den Kontrollhirnen zu einer signifikant

unterschiedlichen Expression des kürzeren Proteins kommt.
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6.3. Ausblick

Die in dieser Arbeit vorliegenden Assoziationsergebnisse und ihre positive

Replikation in unabhängigen Studien sprechen für eine Beteiligung der ausgewählten

Kandidatengene auf den Chromosomen 10 und 12 an der Ausprägung der Alzheimer

Krankheit. Jedoch können diese Erkenntnisse nur als erste Indizien im Hinblick auf die

Funktion der identifizierten Kandidatengene angesehen werden. Um die

Assoziationsergebnisse zu untermauern, sind entsprechende funktionelle Analysen

erforderlich.

Das minor Allel T des PLAU SNPes rs2227564 wurde in mehreren

Assoziationsstudien als AD-Risikofaktor diskutiert. Seine positive Auswirkung auf die

Entstehung der Aβ-Plaques wurde durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte

histopathologische Analyse bestätigt. Folglich könnte in einem nächsten Schritt das

benachbarte Kandidatengen CaMK2G funktionell charakterisiert werden, da die Auswertung

der Genotypisierungsdaten auf eine replizierbare Assoziation zwischen mehreren intronischen

SNPs und AD hingewiesen hat.

Auf dem Chromosom 12 wurde eine breite Region in Verbindung mit Alzheimer

Krankheit gebracht. In dieser Studie zeigte das Kadidatengen ST8SIA1 eine Assoziation

zwischen intronischen SNPs um das Exon 2 und AD-Phänotyp. Die Befunde waren auch in

einer unabhängigen Studie replizierbar. Die Analyse der RNA aus dem menschlichen Hirn

wies auf die Präsenz einer kürzeren mRNA hin. Um aufzuklären, ob diese in vivo translatiert

wird, ist es notwendig diese Erkenntnisse weiter zu verfolgen und auf Proteinebene zu

untersuchen. Hierfür bietet es sich an mittels Real Time PCR die Konzentration des

entstehenden Proteins zu messen und diese bei den Betroffenen und ihren gesunden

Kontrollen zu vergleichen. Weiterhin ist es wichtig die SNPs in dem ST8SIA1 benachbarten

Genen zu genotypisieren und auf eine Assoziation mit AD zu testen. Zunächst sollten die

signifikanten SNPs in weiteren Fall-Kontroll-, bzw. Familienstudien und in unterschiedlichen

ethnischen Populationen auf eine Assoziation mit AD getestet werden. Durch die

Assoziationsanalyse der SNPs in den benachbarten Genen sollten die LD-Blockgrenzen

bestimmt und die krankheitsrelevante Region auf dem Chromosom 12 präziser definiert

werden.
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7. Anhang

7.1. Diagnostische Kriterien für das Demenz-Syndrom

7.1.1. ICD (International classification of diseasses and related health problems) 10

Kriterien

Psychopathologie:

 Abnahme des Gedächtnisses, besonders beim Lernen neuer Information, in schweren

Fällen auch beim Erinnern früher gelernter Information

 zusätzlich erforderliche Beeinträchtigungen:

1.Abnahme anderer kognitiver Fähigkeiten (Urteilsfähigkeit, Denkvermögen), beider

Nachgewiesen durch Fremdanamnese sowie neuropsychologische Untersuchung oder

quantifizierte kognitive Verfahren

2.Verminderung oder Affektkontrolle des Antriebs oder des Sozialverhaltens

 Diagnose wird gestützt durch Vorliegen von Aphasie, Apraxie oder Agnosie

Alltagsrelevanz:

Beeinträchtigung der täglichen Aktivitäten sowohl durch Störung des Gedächtnisses, als

auch durch die Störung anderer kognitiver Fähigkeiten

Dauer:

Störungen des Gedächtnisses und anderer kognitiver Fähigkeiten sollen mindestens 6

Monate vorhanden sein

Ausschlusskriterium:

Keine Bewusstseinsstörung

Ausschuss anderer Hirnerkrankungen (z.B. HIV-Infektion, vaskuläre Hirnerkrankungen,

Parkinson Krankheit, Chorea Huntington, Normaldruckhydrozephalus), systemischer

Erkrankungen (z.B. Hypothyreose, Vitamin-B12 oder Folsäuremangel, Hyperkalzämie)

und Alkohol- oder Drogenmissbrauch
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7.1.2. DSM IV (Diagnostic and Statisical Manual of Mental Disorders)

Psychopathologie:

 Gedächtnisstörungen (beim Lernen neuer Information oder beim Erinnern früher

gelernter Information)

 zusätzlich erforderliche Beeinträchtigungen:

mindestens eines von: Aphasie, Apraxie, Agnosie, Störung exekutiver Fähigkeiten

(Planen, Organisieren, Ordnen, Abstrahieren)

Alltagsrelevanz:

Die kognitiven Störungen verursachen eine deutliche Störung im sozialen oder

Beruflichen Bereich und stellen eine deutliche Minderung gegenüber dem früheren

Funktionsniveau dar

Dauer:

keine Festlegung

Ausschlusskriterium:

Die Defizite treten nicht nur während eines Delirs auf

7.1.3. NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative

Disorders and Stroke – Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association)

Kriterien

Mögliche AD

 Demenzsyndrom ohne neurologische, psychiatrische oder systemische Krankheiten,

die eine Demenz verursachen könnten; auch bei unterschiedlichem Beginn und

klinischen Verlauf

 zusätzlich vorhandene systemische oder cerebrale Erkrankung, die eine demenz

verursachen könnte, aber nicht als Ursache angenommen wird

 Vorliegen eines umschriebenen, progressiven, schweren kognitiven Defizits, für das

keine andere Erklärung gefunden wird
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Wahrscheinliche AD

 klinische Untersuchung und Dokumentation einer Demenz mittels MMSE, Blessed

Dementia Scale oder anderer Tests

 Defizite in mindestens zwei kognitiven Funktionen

 fortschreitender Abbau von Gedächtnis und anderen kognitiven Funktionen

 keine Bewusstseinsstörung

 Krankheitsbeginn zwischen dem 40. und 90. Lebensjahr, meist jedoch nach dem 65

 Fehlen von systemischen oder anderen das Gehirn betreffenden Krankheiten, die den

progressiven Verlust von Gedächtnis und Kognition erklären könnten

Mit der Diagnose vereinbare Merkmale:

 Plateaus im Fortschreiten der Krankheit

 assoziierte Symptome wie Depression, Schlaflosigkeit, Inkontinenz,

Wahnvorstellungen, Sinnestäuschungen, Halluzinationen, übermäßige verbale,

emotionale oder körperliche Reaktionen und sexuelle Störungen, fortschreitende

Störung der Sprache

 andere neurologische Auffälligkeiten einschließlich motorischer Symptome wie

erhöhter Muskeltonus, Myoklonien und Gangstörungen

 epileptische Anfälle

 normaler Liquor, altersentsprechendes normale CT und EEG

Ausschlusskriterien:

 plötzlicher Krankheitsbeginn

 fokale Befunde bei der körperlichen neurologischen Untersuchung (z.B.

Hemisyndrom, Gesichtsdefekt, Koordinationsstörungen im Frühstadium)

 epileptische Anfälle oder Gangstörungen zu Beginn oder im Frühstadium

Definitive AD

 Vorliegen der klinischen Kriterien für wahrscheinliche AD

 histopathologischer Befund der Biopsie oder Autopsie typisch für AD
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7.1.4. CERAD (Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease) Kriterien

Normal im Hinblick auf AD und andere dementielle Prozesse

 keine Demenzanamnese, keine histologischen Hinweise auf AD und keine anderen

neuropathologischen Läsionen, die eine Demenz verursachen könnten

 ein „A“ altersbezogener Plaquescore und keine Demenzanamnese

 Demenzanamnese ohne neuropathologische Veränderungen, die eine Demenz

verursachen könnten

Mögliche AD

 ein „A“ altersbezogener Plaquescore, Demenzanamnese und An- oder Abwesenheit

von anderen neuropathologischen Läsionen, die eine Demenz verursachen könnten

 ein „B“ oder „C“ altersbezogener Plaquescore, aber keine klinische

Demenzmanifestationen

Wahrscheinliche AD

 ein „B“ altersbezogener Plaquescore, Demenzanamnese und An- oder Abwesenheit

von anderen neuropathologischen Läsionen, die eine Demenz verursachen könnten

Definitive AD

 ein „C“ altersbezogener Plaquescore, Demenzanamnese und An- oder Abwesenheit

von anderen neuropathologischen Läsionen, die eine Demenz verursachen könnten

Altersbezogener Plaquescore / Semiquantitative Bestimmung der maximalen Dichte der

neuritischen Plaques bei hundertfacher Vergrößerung:

Häufigkeit der neuritischen PlaquesTodesalter

Keine Plaques Spärlich Mäßig häufig Häufig

< 50 0 C C C

50 – 75 0 B C C

> 75 0 A B C

Tab. 7.1: AD Diagnostik nach CERAD Kriterien: Die Dichte neuritischer Plaques wird als gering, mäßig oder

hoch bewertet. Diese Dichte wird in einen altersbezogenen Plaquescore konvertiert und als CERAD 0, A, B oder

C angegeben. (0 = kein histologischer Hinweis auf AD, A = unsichere hist. Hinweise auf AD, B = hist. Hinweise

auf AD und C = klarer Hinweis auf AD).
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7.2. Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse

7.2.1. Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse für PLAU

Window Marker Haplotyp ID Sequenz Frequenz
(Kontrollen/Fälle)

p-Wert

1 1,2,3 1.1 ACA 0,556 0,0196
1.2 GAG 0,242 0,7064
1.3 ACG 0,202 0,0036

2 2,3,4 2.1 CAG 0,560 0,0189
2.2 AGA 0,239 0,7866
2.3 CGG 0,190 0,0047
2.4 AGG 0,011 0,6217

3 3,4,5 3.1 AGC 0,556 0,0235
3.2 GAT 0,241 0,6307
3.3 GGT 0,200 0,0346

4 4,5,6 4.1 GCG 0,547 0,0577
4.2 ATT 0,240 0,6115
4.3 GTT 0,200 0,0367
4.4 GCT 0,013 0,3852

5 5,6,7 5.1 CGG 0,548 0,0561
5.2 TTA 0,241 0,6321
5.3 TTG 0,199 0,0321
5.4 CTG 0,013 0,3823

6 6,7,8 6.1 GGG 0,545 0,0777
6.2 TAC 0,233 0,7858
6.3 TGG 0,169 0,0085
6.4 TGC 0,042 0,2044

7 7,8,9 7.1 GGC 0,709 0,6285
7.2 ACT 0,232 0,7435
7.3 GCT 0,025 0,6231
7.4 GCC 0,020 0,1137

8 8,9,10 8.1 GCT 0,710 0,6830
8.2 CTG 0,253 0,9053
8.3 CCT 0,015 0,0875

9 9,10,11 9.1 CTT 0,720 0,8167
9.2 TGC 0,261 0,5620

10 10,11,12 10.1 TTG 0,565 0,0425
10.2 GCG 0,261 0,5020
10.3 TTA 0,158 0,0163

11 11,12,13 11.1 TGT 0,571 0,0837
11.2 CGT 0,246 0,4558
11.3 TAC 0,152 0,0061
11.4 CGC 0,019 0,0007

12 12,13,14 12.1 GCC 0,593 0,8764
12.2 GTC 0,245 0,0674
12.3 ACT 0,140 0,0039
12.4 ATT 0,010 0,4183

13 13,14,15 13.1 CCT 0,597 0,9929
13.2 TCT 0,242 0,0581
13.3 CTT 0,136 0,0065
13.4 TTT 0,014 0,6271
13.5 CCC 0,011 0,7341

14 14,15,16 14.1 CTT 0,567 0,2190
14.2 CTC 0,273 0,6433
14.3 TTC 0,145 0,0231
14.4 CCT 0,011 0,7252
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15 15,16,17 15.1 TTT 0,558 0,0799
15.2 TCC 0,409 0,0602
15.3 TCT 0,016 0,1897
15.4 CTT 0,011 0,7096

16 16,17,18 16.1 TTG 0,559 0,0627
16.2 CCA 0,409 0,0556
16.3 CTA 0,011 0,1830
16.4 TTA 0,010 0,7987

17 17,18,19 17.1 TGT 0,563 0,0689
17.2 CAC 0,411 0,0224
17.3 TAC 0,019 0,1510

18 18,19,20 18.1 GTT 0,562 0,0822
18.2 ACC 0,418 0,0560
18.3 ACT 0,014 0,6113

19 19,20,21 19.1 TTG 0,559 0,1057
19.2 CCA 0,409 0,0714
19.3 CTG 0,012 0,4608
19.4 CCG 0,011 0,9938

20 20,21,22 20.1 TGC 0,572 0,0972
20.2 CAT 0,490 0,6048
20.3 CAC 0,162 0,0694
20.4 CGC 0,013 0,9272

21 21,22,23 21.1 GCG 0,581 0,0920
21.2 ATT 0,239 0,3883
21.3 ACG 0,164 0,1009
21.4 ATG 0,013 0,2083

Tab. 7.2.: Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse für PLAU.

7.2.2. Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse für CaMK2G

Window Marker Haplotyp ID Sequenz Frequenz p-Wert

1 1,2,3 1.1 GAT 0,593 0,4042
1.2 CGC 0,248 0,4001
1.3 CAT 0,137 0,0698
1.4 CGT 0,012 0,8961

2 2,3,4 2.1 ATA 0,597 0,2549
2.2 GCA 0,256 0,6535
2.3 ATG 0,134 0,0207
2.4 GTA 0,012 0,9491

3 3,4,5 3.1 TAC 0,610 0,2929
3.2 CAC 0,231 0,2988
3.3 TGC 0,134 0,0212
3.4 CAT 0,025 0,2846

4 4,5,6 4.1 ACT 0,603 0,0866
4.2 ACC 0,238 0,8288
4.3 GCC 0,132 0,0299
4.4 ATC 0,025 0,2512

5 5,6,7 5.1 CTC 0,601 0,2228
5.2 CCT 0,233 0,53
5.3 CCC 0,137 0,0685
5.4 TCT 0,025 0,2975

6 6,7,8 6.1 TCG 0,529 0,0616
6.2 CTG 0,240 0,8082
6.3 CCA 0,130 0,0641
6.4 TCA 0,072 0,296
6.5 CTA 0,018 0,9826
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7 7,8,9 7.1 CGA 0,510 0,0263
7.2 TGA 0,247 0,9299
7.3 CAG 0,178 0,0073
7.4 CAA 0,025 0,8769
7.5 CGG 0,024 0,1788
7.6 TAA 0,016 0,6305

8 8,9,10 8.1 GAC 0,522 0,0213
8.2 GAT 0,236 0,9854
8.3 AGT 0,177 0,0053
8.4 AAC 0,026 0,5553
8.5 GGC 0,019 0,1994
8.6 AAT 0,014 0,9815

9 9,10,11 9.1 ACT 0,548 0,0113
9.2 ATT 0.242 0,9753
9.3 GTC 0,178 0,0039
9.4 GCT 0,021 0,2949

10 10,11,12 10.1 CTT 0,568 0,0324
10.2 TTC 0,240 0,9318
10.3 TCT 0,187 0,0045

11 11,12,13 11.1 TTA 0,569 0,1863
11.2 TCG 0,236 1,0
11.3 CTA 0,183 0,0259

12 12,13,14 12.1 TAC 0,560 0,0717
12.2 CGT 0,233 0,8424
12.3 TAT 0,193 0,0051

13 13,14,15 13.1 ACC 0,558 0,0628
13.2 GTT 0,232 0,9129
13.3 ATT 0,199 0,0157

14 14,15,16 14.1 CCC 0,561 0,045
14.2 TTC 0,381 0,0574
14.3 TTT 0,050 0,8594

15 15,16,17 15.1 CCG 0,565 0,0272
15.2 TCG 0,195 0,8509
15.3 TCA 0,186 0,0054
15.4 TTG 0,050 0,8662

16 16,17,18 16.1 CGC 0,561 0,0242
16.2 CGT 0,201 0,8027
16.3 CAT 0,188 0,0025
16.4 TGT 0,049 0,8965

17 17,18,19 17.1 GCT 0,561 0,0456
17.2 GTC 0,248 0,8458
17.3 ATC 0,188 0,0030

18 18,19,20 18.1 CTT 0,510 0,1005
18.2 TCT 0,434 0,0292
18.3 CTC 0,052 0,4279

19 19,20,21 19.1 TTA 0,510 0,1005
19.2 CTG 0,433 0,0318
19.3 TCA 0,050 0,3457

20 20,21,22 20.1 TAT 0,509 0,0791
20.2 TGG 0,236 0,6696
20.3 TGT 0,199 0,025
20.4 CAT 0,050 0.3469

21 21,22,23 21.1 ATT 0,556 0,0288
21.2 GGA 0,235 0,709
21.3 GTT 0,199 0,0201

22 22,23,24 22.1 TTA 0,742 0,924
22.2 GAC 0,240 0,9456
22.3 TTC 0,011 0,3239

Tab. 7.3.: Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse für CaMK2G
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7.2.3. Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse für VCL und AP3M1

Window Marker Haplotyp ID Sequenz Frequenz p-Wert

1 1,2,3 1.1 ACA 0,449 0,545
1.2 ACT 0,269 0,1434
1.3 GTA 0,140 0,3358
1.4 GCT 0,093 0,3693
1.5 GCA 0,031 0,2098
1.6 ATA 0,015 0,5691

2 2,3,4 2.1 CAG 0,483 0,7858
2.2 CTA 0,353 0,4893
2.3 TAG 0,152 0,5664

3 3,4,5 3.1 AGT 0,591 0,5457
3.2 TAC 0,186 0,3489
3.3 TAT 0,168 0,9103
3.4 AGC 0,044 0,7746

4 4,5,6 4.1 GTT 0,594 0,6299
4.2 ACC 0,185 0,2558
4.3 ATT 0,164 0,7719
4.4 GCC 0,043 0,7788

5 5,6,7 5.1 TTC 0,752 0,4943
5.2 CCG 0,228 0,4952

6 6,7,8 6.1 TCG 0,752 0,5522
6.2 CGC 0,228 0,3683

7 7,8,9 7.1 CGG 0,607 0,3209
7.2 GCA 0,224 0,3109
7.3 CGA 0,149 0,613
7.4 GCG 0,013 0,412

8 8,9,10 8.1 GGT 0,605 0,3372
8.2 CAC 0,228 0,1841
8.3 GAC 0,145 0,8813

9 9,10,11 9.1 GTA 0,608 0,3192
9.2 ACT 0,228 0,1338
9.3 ACA 0,144 0,9802

10 10,11,12 10.1 TAA 0,598 0,9276
10.2 CTG 0,220 0,0546
10.3 CAA 0,143 0,9933
10.4 TAG 0,016 0,0162
10.5 CTA 0,014 0,0176

11 11,12,13 11.1 AAG 0,600 0,6776
11.2 TGG 0,221 0,1224
11.3 AAA 0,143 0,6441
11.4 AGG 0,019 0,0188
11.5 TAG 0,014 0,0108

12 12,13,14 12.1 AGG 0,578 0,8802
12.2 GGA 0,221 0,0916
12.3 AAA 0,143 0,978
12.4 AGA 0,038 0,1131
12.5 GGG 0,017 0,0167

13 13,14,15 13.1 GGC 0,591 0,4135
13.2 GAT 0,224 0,3963
13.3 AAT 0,143 0,5977
13.4 GAC 0,035 0,4965

14 14,15,16 14.1 GCA 0,592 0,4454
14.2 ATG 0,223 0,2092
14.3 ATA 0,144 0,9394
14.4 ACA 0,035 0,372

Tab. 7.4.: Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse für VCL und AP3M1.
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7.2.4. Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse für ST8SIA1

Window Marker Haplotyp ID Sequenz Frequenz p-Wert

1 1,2,3 1.1 CGA 0,614 0,9177
1.2 CGC 0,197 0,6344
1.3 CAC 0,181 0,9053

2 2,3,4 2.1 GAA 0,610 0,7369
2.2 ACA 0,178 0,98
2.3 GCT 0,141 0,0707
2.4 GCA 0,052 0,0609

3 3,4,5 3.1 AAT 0,441 0,8934
3.2 CAT 0,235 0,2776
3.3 AAC 0,173 0,5305
3.4 CTT 0,144 0,0888

4 4,5,6 4.1 ATG 0,451 0,6968
4.2 ATA 0,226 0,6773
4.3 ACG 0,169 0,5033
4.4 TTG 0,149 0,097

5 5,6,7 5.1 TGG 0,587 0,1729
5.2 TAA 0,208 0,4097
5.3 CGG 0,167 0,5539
5.4 TAG 0,022 0,4687
5.5 TGA 0,011 0,0287

6 6,7,8 6.1 GGC 0,601 0,794
6.2 AAC 0,208 0,3626
6.3 GGT 0,155 0,0953
6.4 AGC 0,021 0,4311
6.5 GAC 0,012 0,0431

7 7,8,9 7.1 GCC 0,326 0,6982
7.2 GCT 0,295 0,5962
7.3 ACT 0,188 0,586
7.4 GTT 0,154 0,1443
7.5 ACC 0,033 0,0734

8 8,9,10 8.1 CCC 0,354 0,9157
8.2 CTT 0,255 0,794
8.3 CTC 0,227 0,431
8.4 TTT 0,156 0,139

9 9,10,11 9.1 CCG 0,355 0,9937
9.2 TTG 0,233 0,8243
9.3 TCG 0,227 0,3544
9.4 TTT 0,177 0,1495

10 10,11,12 10.1 CGC 0,354 0,9475
10.2 TGC 0,239 0,973
10.3 CGT 0,227 0,2095
10.4 TTC 0,177 0,1638

11 11,12,13 11.1 GCT 0,418 0,3153
11.2 GTC 0,226 0,3567
11.3 TCC 0,173 0,1382
11.4 GCC 0,171 0,1749

12 12,13,14 12.1 CTA 0,418 0,1457
12.2 CCG 0,339 0,0292
12.3 TCG 0,220 0,3306
12.4 CCA 0,011 0,3096

13 13,14,15 13.1 TAC 0,425 0,1203
13.2 CGC 0,351 0,8086
13.3 CGG 0,208 0,2042

14 14,15,16 14.1 ACG 0,434 0,141
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14.2 GCG 0,353 0,7119
14.3 GGC 0,204 0,1158

15 15,16,17 15.1 CGC 0,418 0,2325
15.2 CGT 0,369 0,944
15.3 GCT 0,205 0,1043

16 16,17,18 16.1 GCA 0,417 0,245
16.2 GTA 0,376 0,8179
16.3 CTA 0,106 0,4969
16.4 CTT 0,098 0,1164

17 17,18,19 17.1 CAA 0,413 0,2213
17.2 TAA 0,374 0,6575
17.3 TAC 0,109 0,347
17.4 TTC 0,100 0,1

18 18,19,20 18.1 AAT 0,471 0,2802
18.2 AAG 0,316 0,5644
18.3 ACG 0,113 0,2987
18.4 TCG 0,101 0,112

19 19,20,21 19.1 ATC 0,438 0,295
19.2 AGT 0,290 0,4186
19.3 CGC 0,212 0,048
19.4 ATT 0,032 0,7097
19.5 AGC 0,028 0,3835

20 20,21,22 20.1 TCA 0,438 0,3245
20.2 GTA 0,290 0,51
20.3 GCC 0,213 0,0393
20.4 TTA 0,030 0,5578
20.5 GCA 0,023 0,9053

21 21,22,23 21.1 CAG 0,416 0,2459
21.2 TAA 0,310 0,2447
21.3 CCA 0,207 0,0405
21.4 CAA 0,045 0,5908
21.5 CCG 0,011 0,4311
21.6 TAG 0,010 0,2448

22 22,23,24 22.1 AGA 0,426 0,3114
22.2 AAA 0,350 0,3978
22.3 CAG 0,138 0,2596
22.4 CAA 0,071 0,059

23 23,24,25 23.1 GAA 0,434 0,2638
23.2 AAA 0,420 0,96
23.3 AGG 0,139 0,1795

24 24,25,26 24.1 AAA 0,537 0,8901
24.2 AAG 0,317 0,202
24.3 GGG 0,143 0,1875

25 25,26,27 25.1 AAG 0,537 0,9509
25.2 AGG 0,316 0,1534
25.3 GGA 0,141 0,1218

26 26,27,28 26.1 AGA 0,538 0,9027
26.2 GGA 0,316 0,1862
26.3 GAG 0,140 0,1868

27 27,28,29 27.1 GAC 0,843 0,0448
27.2 AGT 0,135 0,1886

28 28,29,30 28.1 ACT 0.828 0,0855
28.2 GTT 0,135 0,1291
28.3 ACC 0,020 0,947

29 29,30,31 29.1 CTC 0,429 0,5072
29.2 CTT 0,406 0,5962
29.3 TTT 0,138 0,1036
29.4 CCT 0,020 0,9774

30 30,31,32 30.1 TCG 0,421 0,4285
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30.2 TTG 0,325 0,089
30.3 TTA 0,218 0,0080
30.4 CTA 0,022 0,9696
30.5 TCA 0,014 0,4077

31 31,32,33 31.1 CGT 0,421 0,3842
31.2 TGT 0,313 0,1432
31.3 TAC 0,237 0,0154
31.4 TGC 0,010 0,1078

32 32,33,34 32.1 GTC 0,461 0,0905
32.2 GTG 0,273 0,5696
32.3 ACC 0,123 0,2999
32.4 ACG 0,121 0,031

33 33,34,35 33.1 TCG 0,424 0,285
33.2 TGA 0,248 0,7584
33.3 CGA 0,116 0,5931
33.4 CCA 0,106 0,143
33.5 TCA 0,048 0,2591
33.6 TGG 0,022 0,1653
33.7 CCG 0,019 0,9161
33.8 CGG 0,018 0,4967

34 34,35,36 34.1 CGC 0,443 0,3814
34.2 GAA 0,362 0,646
34.3 CAC 0,150 0,9402
34.4 GGC 0,032 0,7933

35 35,36,37 35.1 GCA 0,440 0,5938
35.2 AAG 0,359 0,4998
35.3 ACG 0,109 0,6265
35.4 ACA 0,044 0,3807
35.5 GCG 0,034 0,2991

36 36,37,38 36.1 CAG 0,331 0,8136
36.2 AGG 0,328 0,4845
36.3 CAT 0,154 0,8599
36.4 CGG 0,107 0,5711
36.5 AGT 0,037 0,429
36.6 CGT 0,035 0,0049

37 37,38,39 37.1 GGG 0,432 0,4291
37.2 AGG 0,298 0,96
37.3 ATG 0,157 0,9405
37.4 GTG 0,071 0,2606
37.4 AGA 0,036 0,734

Tab.7.5.: Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse für ST8SIA1
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7.3. Verwendete Primer

7.3.1. Verwendete Primer für die Genotypisierung

7.3.1.1. Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs in der intergenischen KIAA0913,NDST2/CaMK2G Region

SNP ID 1st Primer 2nd Primer xt Primer SM AMP (bp)
rs2271271 ACGTTGGATGTGTTTGAGGTTGCTCACCAG ACGTTGGATGACAGCTTGTAGCCCCTTCAC CCTGCAGTTTGCTCATA ACG 106
rs4691 ACGTTGGATGTGCTGCGGATGAAGAGGGAA ACGTTGGATGTTGACCCATCATCTTGGGAG AGGGGAATGTATTAGTCCA ACT 119
rs7908825 ACGTTGGATGCCAACTAGTGCCTGTAAGAC ACGTTGGATGCAAAGCGCTGCGATTACAAG GCACACATTTTTGCCCT ACT 111

Tab. 7.6.: Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs in der intergenischen KIAA0913, NDST2/CaMK2G Region.

7.3.1.2. Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs im CaMK2G

SNP ID 1st Primer 2nd Primer xt Primer SM AMP (bp)
rs10824037 ACGTTGGATGCCCTGAAAATGCCTTCTAAAG ACGTTGGATGGGGCTGTTTCAGGTAAACAC TGCTCCTGCCCTCAAGC ACT 99
hCV27069354 ACGTTGGATGAGACCCTGCCCTTCTCTCAG ACGTTGGATGGGGAGATTTCTCTTTCAGGG TTCCTTCCCCGACCTTCA ACT 110
rs11000787 ACGTTGGATGTCTGCCTTCCCTAGTTCCTG ACGTTGGATGAAGAGGGAGAGGTGATGTTG GCGGACCCTCATACCAC ACT 115
rs10458656 ACGTTGGATGTGGAGACAATTTGAAAAGCC ACGTTGGATGATTCTGTCCTGCGACAGCCT TGGGACTATAGGTACGC ACT 110
rs1044612 ACGTTGGATGGTTTTGAGGGAAACCAAGGC ACGTTGGATGTTCCATTCCAGGAGGAAGAG GGAGGAAGAGATCTATACCCTAA ACT 113
rs2242258 ACGTTGGATGTTGGTGAGCTTCATACCCTG ACGTTGGATGTAGGTACCACAGAGTATCCC GGAGTTGAGTTGAAGACAGA ACT 97
rs2250140 ACGTTGGATGCTGACTCAAAATGAAGGCTC ACGTTGGATGATCCTTTCCCTCGGACAAAG GAGAGCCTGTTTAGGCC ACG 107
rs2254266 ACGTTGGATGTGCTGAGAGTCTTCAGAGAG ACGTTGGATGAGAACTTCCCAAGGAGTAGC AAGGAGTAGCCTGCCCA ACT 105
rs2306328 ACGTTGGATGTGAGCGAGCAAGCCAGACAG ACGTTGGATGATGTCGTCCAGTGTCCACAG CCCCTTGCCCCGGCTCT ACT 116
rs2459446 ACGTTGGATGCATCTCTCTTTTCTTCCCCC ACGTTGGATGTCTCTGAAGACTCTCAGCAC AGCCATTCTAGGATCTTGGAG ACT 101
rs2664282 ACGTTGGATGGCCATGACTTGCTGCATTAC ACGTTGGATGTTCTCCTTGTGGTCACCTTG ACTAACTATGCATTTGTGATGAT ACG 116
rs2664283 ACGTTGGATGGACTCTCCCAAGTTCCAATC ACGTTGGATGGTTTAGGGTCATAGGCACAG CAGACCTGCAAAATACCCTTT ACT 100
rs2675668 ACGTTGGATGAGCTTGGGAGGCTGGGACAC ACGTTGGATGTTGATTACAGCAGGACGCCC CTCTGCCAGAGGAGGGG ACT 119
rs2675671 ACGTTGGATGTCAAGACAGGGAACACTCAC ACGTTGGATGTGAAGAAAACCTCCACGCAG AGCAAAAATCATCAATACCAAGAA ACT 106
rs2688625 ACGTTGGATGTTCTGGGACCTGTTTAGCAG ACGTTGGATGGGATGGGAGTCAGCAATTAG CAGCAATTAGTGCCCTAC ACG 113
rs2688626 ACGTTGGATGTCCAACTTGAGGACCGTTCC ACGTTGGATGAAGAGCCAAGGCGGGAAAGG AGGCAGGCTGAACAGGC ACT 142
rs4114992 ACGTTGGATGTATACCCCTACTCCTTTGGC ACGTTGGATGTCTTCAACTTGTCTGCCCAG CAGTGAAGGGACAGGTCAA ACT 98
rs4746154 ACGTTGGATGCTATACTTCTGCATGGGCAG ACGTTGGATGTGTGTATGTGGCTGGCATAC GCATACGTCAGGCACTTC ACT 80

Tab. 7.7.: Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs im CaMK2G.
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7.3.1.3. Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs in der intergenischen CaMK2G/PLAU Region

SNP ID 1st Primer 2nd Primer xt Primer SM AMP (bp)
rs10762566 ACGTTGGATGGTGAACTATGATCATGCCAC ACGTTGGATGTCCATATTCCCACCAGTGCC TTACTCTGTCACCCAAGCC ACT 119
rs2633303 ACGTTGGATGTTTAACGGGTCTGTCCGTTG ACGTTGGATGTGGAAAGCATTCAAGATGGC TTCAAGATGGCACCACCA CGT 103
rs2633306 ACGTTGGATGTGTCAATGTCACCTCCTCAG ACGTTGGATGGTACAGCAGAGGGACATAAC AGGAGCGGATGAAGTGGAA ACT 100
rs2675663 ACGTTGGATGTCTGGCTTGATTAGGGAAGG ACGTTGGATGAAGTGCACACTTCTAGCTGC TCTGACCTCACTCTAGTTGAAC ACT 120
rs2675675 ACGTTGGATGGATGAGTGTTCTGCTAGAGC ACGTTGGATGGCCAAGGCCTGATTCAAATG TTGCAGCAGGGAGCCAC ACT 98
rs2675677 ACGTTGGATGATTATAGCCTCTGGCTCCTG ACGTTGGATGGCATTGGGTTTCAGAGCAAC TGGGTTTCAGAGCAACTTGTCA ACT 100
rs2675680 ACGTTGGATGTATTGCTCTGGCTACAACCC ACGTTGGATGTCTTGGAGACCTAAACCCAG GACCTAAACCCAGATATGA ACT 103
rs2688610 ACGTTGGATGTGGAGTTCTGCTACGGATAG ACGTTGGATGATGAGGTGCATACACATGGC GAGACAGAGAAGGCAATTATGAA ACT 125
rs2688611 ACGTTGGATGCTACACAGTCCTACTGTACC ACGTTGGATGGGTTTTTGGGTCAGGATAGG TCCAAACTGGGAGGTGC CGT 100
rs2688617 ACGTTGGATGTCTGGAGCTCATTCCATGTC ACGTTGGATGCCCACAGTCCATTATTGGTG CCATTATTGGTGCCTCCAGCT CGT 100

Tab. 7.8.: Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs in der intergenischen CaMK2G/PLAU Region.

7.3.1.4. Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs im PLAU

SNP ID 1st Primer 2nd Primer xt Primer SM AMP (bp)
hCV3155394 ACGTTGGATGAGATGGTCTGTATAGTCCGG ACGTTGGATGATCTTTCTCCTCTGACCCTC CAGCCTTGCTGAAGATCC ACT 119
rs1050120 ACGTTGGATGCGTACATGAAGCAGTGTGTG ACGTTGGATGCTCTGTCACCTACGTGTGTG TGTGTGGAGGCAGCCTCAT ACT 97
rs1050122 ACGTTGGATGCCTGGCAGGAATCTGTTTTC ACGTTGGATGACTACTACGGCTCTGAAGTC TGAAGTCACCACCAAAATGCT ACT 95
rs1916340 ACGTTGGATGGAGCGACTCCAAAGTGAGTG ACGTTGGATGTCCCCTGGTGCTGATCAGAG TGATCAGAGGTCCTTGGGCA ACT 92
rs2227551 ACGTTGGATGAGAGACTTCTGTGCTTGCTG ACGTTGGATGTAGCAAGGTTGGCTCTGAAG TGGCTCTGAAGCCTATAGCATC ACT 106
rs2227552 ACGTTGGATGAAGGTAGGAAGGAGGAAGGC ACGTTGGATGACTTGTACTTTCCCCAGCAG TCCCCAGCAGGCAGCTGGCA ACG 102
rs2227557 ACGTTGGATGCCACCTCACATTTGTGTGGC ACGTTGGATGCATCTTCATCCCTATGTGAC ACACACACACACGCTCA ACG 95
rs2227561 ACGTTGGATGAGATCACACCACTGCACTCC ACGTTGGATGGAGAAAGAGAAGAACATTCC GGAGTCTTGCTCTGTCG ACG 113
rs2227562 ACGTTGGATGTTGTTACCATCCCCTTCTCC ACGTTGGATGTCCCCTCAGGGAAGACTCAA GGGAAGACTCAACCAGAGGC ACG 100
rs2227564 ACGTTGGATGTTTCTGTGTTGCCAGGAACC ACGTTGGATGTCATGCACCATGCACTCTTG TGCACTCTTGGACAAGC ACT 116
rs2227567 ACGTTGGATGGGACTAAGCTGTTTGATGGG ACGTTGGATGTTGGAGTTAAGCCTTGAGCG ACGATGTAGTCCTCCTTCT ACT 115
rs2227568 ACGTTGGATGTCCTACACAAGGACTACAGC ACGTTGGATGATTATGGCCACAGTAGTCGC TCCCCCTCACCAATGTC ACT 106
rs2227580 ACGTTGGATGTTCTCCTTCCTTTGCAGAGC ACGTTGGATGATCAGTCAAAGCAAGAGCGC CACTCACTTTGGAGTCGCTCA CGT 151
rs2227581 ACGTTGGATGGAGCGACTCCAAAGTGAGTG ACGTTGGATGTCCCCTGGTGCTGATCAGAG GATCAGAGGTCCTTGGGCA ACT 92
rs2227582 ACGTTGGATGACACCTTCCTTTGTGGGATG ACGTTGGATGGAGGTAGTTAGGCTGGAATC AGGCTGGAATCCATCCC ACT 112
rs2459449 ACGTTGGATGATCTGGAGTCATGAGAGCTG ACGTTGGATGCTCCCAGGTTAGTTATCAGG TAGTTATCAGGAAATTCCCAGGG ACT 100
rs2461863 ACGTTGGATGGAGACTGCCTCCTATTAGTG ACGTTGGATGACAGAGCGATACTCCATCTC AAAAAGCACAGTGCTTGATC ACT 116
rs2633298 ACGTTGGATGAAAGTGCTGGGATTACAGGC ACGTTGGATGTTTCTTTGTCCCTCCCTGAC TCCCTGACCCAAACCCA ACT 129
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rs2633313 ACGTTGGATGAAGTGGAGAGAGGCTGATGG ACGTTGGATGATTCTCAGCAGCAGGCACTG ATGCTGTCCTGAGATCCTCTC ACG 116
rs2633314 ACGTTGGATGCTGGTGAAGTCAATGACGAC ACGTTGGATGCGCCTACAATGCCTTTCTTC TGTGTGTATTTGAATGTCCAG ACT 121
rs2688607 ACGTTGGATGGTCACTTGGCTTGAAAGTTG ACGTTGGATGTAACAGACTGACACGCTGTC AAAAAATCAGATTTCTAGGCCCC ACT 143
rs2688619 ACGTTGGATGTAGGCCTCCCACAGTATTAG ACGTTGGATGTAAGAGGAGTTGCTGAGGTG GGAGTTGCTGAGGTGTTTTTT ACT 110
rs3805118 ACGTTGGATGAGAAGTGTGAGACTCTCGTG ACGTTGGATGCTTTGACTGGAATTGTGAGC AATTGTGAGCTGGGGCC ACT 101
rs4065 ACGTTGGATGAAGAGACTGGGAAGATAGGC ACGTTGGATGGCCTGAGGGTAAAGCTATTG TGAGGGTAAAGCTATTGTCGTTC ACT 104
Tab. 7.9.: Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs im PLAU.

7.3.1.5. Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs in der intergenischen PLAU/VCL Region

SNP ID 1st Primer 2nd Primer xt Primer SM AMP (bp)
rs2633317 ACGTTGGATGTAGCATACTGTCACCTCACC ACGTTGGATGCAGCACAGTGACTAGAGTTC AGCTAAAACAGGATTTTAAATGTT ACT 140
rs2633322 ACGTTGGATGCTTGACTGCTTCCTTGGAAC ACGTTGGATGGCTTCATTCTTCCACACACC CTTCCACACACCCTCTCCA ACT 100
rs2633323 ACGTTGGATGGCCCTCTACAACTTATTCTC ACGTTGGATGACTGGCATCTCATAGGTAAC TAGGTAACTAACATCCTACAAT ACT 116
rs2688624 ACGTTGGATGTCTGCTCTTCTCACAAGTCC ACGTTGGATGCCACCTAATGTCCTCTCTTG CCTAATGTCCTCTCTTGATGCAGG CGT 98
rs4007235 ACGTTGGATGTTCCACTGTGCCTCAGAATC ACGTTGGATGTTGTGCTCAGAGCAAGAAGG AGGAAGGTCAGAGGAGT CGT 98
rs4745727 ACGTTGGATGACCTAATTAAAGCCAAAGGG ACGTTGGATGTTGTTTGAGCTCCTGAGTCC CAGAGAATACCCTGAACCAC ACG 118
rs7072422 ACGTTGGATGCAGTACACAGGCATAACCTC ACGTTGGATGCACCATTCTGAGAAACCTAA GAGAAACCTAAAAAAAAATCCC ACG 118
rs7098545 ACGTTGGATGCAGCGAAAAAACAAACCTTCC ACGTTGGATGGAATAAAAGCAGGCTGCTGG AGCAGTGGCAACCCGCTTGG ACT 96

Tab. 7.10.: Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs in der intergenischen PLAU/VCL Region.

7.3.1.6. Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs im VCL

SNP ID 1st Primer 2nd Primer xt Primer SM AMP (bp)
hCV16171062 ACGTTGGATGCGTGTGTTACAACTCACCTC ACGTTGGATGCTCCACTAAGAACACGTACC ACCTTGCTGGCCCAGGC ACT 87
hCV2025438 ACGTTGGATGTGAGCTCCGCTAACCAAATG ACGTTGGATGACATTCAGATTATTTTGTCC GTTTGCATCAGTAAAGCTCA ACT 108
hCV2025446 ACGTTGGATGCATACCCCTTGCTTCTTGAC ACGTTGGATGGGAAGGGTGTAACATCTCAG AATTGAGGCCGGAGAGAAC ACT 100
rs11814544 ACGTTGGATGATCTCTTGAATCTGGGAGGC ACGTTGGATGACAGAGTCTCGCTGTTTCAC ATTGCACGATCTCAGCT ACT 105
rs1874148 ACGTTGGATGGAAATGGATTGTACTGACCC ACGTTGGATGCTGGCACAGAAAAGGCACTC AATAAGCAGCAGAATTCCAC ACG 99
rs1908331 ACGTTGGATGGAGGAATGGAGGGAAAGGTT ACGTTGGATGAAGCACAGCACAGTATGCTC GATACGAACTTTAGTTTTAAACAA ACT 101
rs1908339 ACGTTGGATGCTCACCAGCATCCCCTAAAA ACGTTGGATGGACTTGTAAAGTATCCTCTC ATGAATGTGTCAACAATGTAG CGT 105
rs2131956 ACGTTGGATGAGCTCAGGTTCGTAATCGTC ACGTTGGATGTGTTGTAGCTGAGGCAGATG GCGGCCGATGCTGCTGG ACT 101
rs2131959 ACGTTGGATGGTCTGAAGAGAGGTAACAGG ACGTTGGATGTGTAGTGCTCAAGATGAGCC GCGGAGGATTCCAATAACC ACT 101
rs2270548 ACGTTGGATGGCAAAAGTTGAGATACCATG ACGTTGGATGGTAGGACTGACTACCTTAGC GTAACTTCTTCTCTGTCTTAC ACT 104
rs2270549 ACGTTGGATGCATTCCTCCCCACAAATCAC ACGTTGGATGATCCAGTCACCAAGGTACAG CACTTCAAATCAAGAGTGA ACT 104
rs4268450 ACGTTGGATGTGTCGTCGTAGCCTTGTTTG ACGTTGGATGTTTACATACCACGATCCCTG TTGCAGAGCCCACAAAC CGT 106
rs4745730 ACGTTGGATGTGAAATCACGACCCAACACC ACGTTGGATGTTCCAGCTTTTTTCACCAGC ACCAGCTTGTTCTTCCA ACG 91
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rs4746172 ACGTTGGATGCAGATGATATGTGGATAGAGC ACGTTGGATGGTGTTTTCCAAATTCCACTC CCACTCAGTCAAGAGCCCTTT ACG 86
rs6480716 ACGTTGGATGGGGGTACATAGTTTTGTTGG ACGTTGGATGACCTAATACAGTGCTTCACC CCCATGTGTGATGAGCC ACG 94
rs6688 ACGTTGGATGTGGACTGTCCAGTTCTCCTC ACGTTGGATGAAATTGCTAGAGGGAAGGAG AGGGAAGGAGCTCCTGGC ACT 104
rs703258 ACGTTGGATGTTGGTCCTTTACACTCAGGC ACGTTGGATGCAAATATGCTGAGGGCCTTG CCTTGAAAATAATCATCCTCATT CGT 96
rs7075862 ACGTTGGATGTGGCTATGCCATAAAGCCTC ACGTTGGATGCATTGTGTGAACATCATAGAG TCATAGAGTATACTTACACAAACC ACG 102
rs767809 ACGTTGGATGTGTGAAAGCTGCCTCTGATG ACGTTGGATGGGAAATGTTTCCAGCCACAG TTTGCATCCATCACCAT ACG 102
rs7894127 ACGTTGGATGCACCAAGTATTCAGTTTGCC ACGTTGGATGGGTTATTTTCAACTCTGTGG TTTCAACTCTGTGGGGATGA ACT 109
rs7904077 ACGTTGGATGAAGATTGAGCAAGCACAGCG ACGTTGGATGGAGGTTATAGTGCACTGCTG GCACTGCTGCCCTTACC ACT 105
rs7914216 ACGTTGGATGAGGTTCAAGCAAGTCTCCTG ACGTTGGATGCCCCGTCTCAACTAAAAATAC GCCAGGTGTGGTGGCAGG ACG 120
rs7922894 ACGTTGGATGTAAGGCGGCCATTCTTCTTG ACGTTGGATGGAGGATTAGGGTGAGAGTTG GTTGTTGGATTAGAATATGGTA ACT 100

Tab. 7.11.: Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs im VCL.

7.3.1.7. Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs im AP3M1

SNP ID 1st Primer 2nd Primer xt Primer SM AMP (bp)
hCV25936664 ACGTTGGATGCAAGGCAGGCGGAACATGAG ACGTTGGATGCAGAGTTTCACCATGTTGGC TGTTGGCCAGGCTGGTCTC ACT 82
hCV26677077 ACGTTGGATGATTACTTGAGCCCAGGAGTG ACGTTGGATGGACAGAGTCTTGCTCTGTTG TGCAGTTGTATGATCATAGCTC ACT 104
rs2894228 ACGTTGGATGGTGGTGAGAGCATTCCTTAG ACGTTGGATGACTTCATGTCTACAGGTGGC GTGGCACTAAATTCATATTGT ACT 96
rs3829129 ACGTTGGATGAATTTCCTGGGCACTCCAGC ACGTTGGATGTGTGCCAGTCAGTGATTCGG CCGGATCCTCTCCTACC ACT 116
rs6480720 ACGTTGGATGGCAATGCATTTACAATAGTC ACGTTGGATGCCTTCTGTGCCTCCATCATA AAGGAATACATTTTTGTTTTTAGA ACG 116
rs6480721 ACGTTGGATGGAAACCACAGTTCCTGACTC ACGTTGGATGAAAAAGCTGTGGACCTGGAG GTGGACCTGGAGTGAAGAT ACT 97

* Oligos für die Genotypisierung der SNPs, die sowohl im VCL, als auch im AP3M1 liegen, befinden sich in der Tabelle 7.7..

Tab. 7.12.: Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs im AP3M1

7.3.1.8. Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs im ST8SIA1

SNP ID 1st Primer 2nd Primer xt Primer SM AMP (bp)
hCV12102189 ACGTTGGATGTACCACTTGCATATGTGGGC ACGTTGGATGCTAAGGGACAGCTCTTTGAG GGAAGGATCTTTGATTTGGT ACT 99
hCV25604142 ACGTTGGATGCGTTGTCATAGTAGTGGTGG ACGTTGGATGTGAAGAGGTGGCCATCTATG GGCCCTTCTCTGTGAATAT ACT 103
hCV26766547 ACGTTGGATGTTTCCAAGGACTTGGTGCGG ACGTTGGATGTCCTAAACATGTGGCCCGTG GCCGCCAGGCAACCCCC CGT 173
hCV2780093 ACGTTGGATGTACCTTGCCCACCAGCAATA ACGTTGGATGTCCATCTGTCTCCACTCATC GATGTAAATTGGAAAGTTAGG ACT 110
hCV2780146 ACGTTGGATGCCTATGAGACTGAAGGAAGC ACGTTGGATGTCCTCATGGTCATTCCACAG ATTCCACAGCCAACCTC ACT 109
hCV2780147 ACGTTGGATGGCCTTACTCATCAGATTGAC ACGTTGGATGCCTTGCATCAAAACACTGTG TGATTTATTCACACACACAG ACT 128
hCV3289058 ACGTTGGATGCTGCATGGAAGGGCTTTATG ACGTTGGATGTATTACAGGAATTGATAGCC TTGATAGCCTGTCCACA CGT 89
rs1012675 ACGTTGGATGTAGAATCACTCTTCACTGCC ACGTTGGATGCTAGGAGGTGTGTTGATCTG CTTCCTAAGCAAGAAGAAAA ACT 103
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rs1019332 ACGTTGGATGGAGACTGGGAACTTGAAGTC ACGTTGGATGGCTGCTAGTATGCAGAATGC TGGAGCTATACCCAGAGATCCG ACT 114
rs10459079 ACGTTGGATGTTTCCACTGCACATCTCTGC ACGTTGGATGGTCTTCTCTCAAAGCTGTGC AGCTGTGCAAATCCAAGACATC ACT 120
rs10492283 ACGTTGGATGACTGGCTCAATTAGCAGAAG ACGTTGGATGACACTACTTGGGTCCTCTTG CCTCTTGCTCTATATCATGGAAT ACT 96
rs10841974 ACGTTGGATGAGAGAAGGGTAGAGAGAGAG ACGTTGGATGTATAACCCAAGATGGGCAGC TTGCAAGGCCCTAATCTAG ACT 115
rs11610434 ACGTTGGATGAGTGCACTCTCTTTAGGGTC ACGTTGGATGCAGTGAAAAGAGACTTCCAG CAGCAAGCTGTATGGCA ACT 90
rs11612801 ACGTTGGATGTTGAAATTTACCCCTGCTCC ACGTTGGATGGTAGCAAGTGGGATCTGAAG AGTGAGTGGGAAAACGG ACT 100
rs11614453 ACGTTGGATGCAGTGAAAAGAGACTTCCAG ACGTTGGATGGGGAGTGCACTCTCTTTAGG CTCTCTTTAGGGTCACTCT ACT 93
rs11832631 ACGTTGGATGTCTTCGTTGGCTTTGCCTTC ACGTTGGATGTTTCTTCCCGAGCTCTTCTC TCTCTTCTGTCCTTCTTTCC ACT 115
rs11834129 ACGTTGGATGCCATTATAGGACCTGTTGCC ACGTTGGATGTGTCGTTGGTACAAAGATGC ATGCAGTGTAAGAAGGGA ACT 97
rs12099876 ACGTTGGATGGCGTGACTAGACTATTTCAC ACGTTGGATGCTTTTGACATATCTCACCTG ATATCTCACCTGAATCTGAA ACG 123
rs12310364 ACGTTGGATGTTCTTTCCTCCTTCTAGCAG ACGTTGGATGACTGTTTTACCGTGTTCTAC TTTTACCGTGTTCTACAGAAACC ACT 110
rs12811237 ACGTTGGATGTGCTTTCAGAGAGGAACTGC ACGTTGGATGATCATGCCACTGTACTCCAG CAGCCTGGGTGACTAAG ACT 112
rs12815085 ACGTTGGATGGCTTCCAGATAAGAAGGTGG ACGTTGGATGAGTGTGTAGGATGAGGGATG TCCCTGGGCACACCACCCCC CGT 117
rs1558793 ACGTTGGATGTTTGTGCCCCAGCTTAACTG ACGTTGGATGGAGGCTCTTGGCATATATGG TCTTGGCATATATGGAATTGG ACG 114
rs1861606 ACGTTGGATGAGAGGGATACTTTGCTGTGG ACGTTGGATGCATTTTCTCTAACCAGCCCC CACCCTCTCTCACTCTT ACT 98
rs2012722 ACGTTGGATGACAGAAGAGGAAAGCTGGAC ACGTTGGATGTCTTGCAGTTAGACATGCCC CATGCCCATGTGACTCA ACT 101
rs2017107 ACGTTGGATGCAGCACTAGAAGATGTGTTTG ACGTTGGATGAAGTGTCTTCTAGGACTAGG GTGTCTTCTAGGACTAGGATATAA ACG 99
rs2072542 ACGTTGGATGGTCTAATCACCCTGGAGATG ACGTTGGATGCACTTGTCATTCCCACAGAG ATTCCCACAGAGATGTGCC ACT 100
rs2160536 ACGTTGGATGCCCCTGACTTAAAGAAATCTG ACGTTGGATGGCCACTTCTTGTTCTAGATC GTCTGGGCCATCAGCCA ACT 142
rs2193177 ACGTTGGATGCAGCCCACTGTATTCTCTTC ACGTTGGATGGACTCCTTTTATGTGAGGTG TTTTATGTGAGGTGTTTTACA CGT 100
rs2193179 ACGTTGGATGTGGCAGAACCCTTAGCTATG ACGTTGGATGGCCACCTTTTTGCTAGTCAG AAGAGCAATGGCTGTCG ACG 102
rs2216228 ACGTTGGATGTCCATAACTGCTCACTGCTC ACGTTGGATGTACAGGAGCAATTGAGAAAG AATCTTGTGACTTCTGGTTAT ACT 95
rs2287166 ACGTTGGATGCACATCTCTGTGGGAATGAC ACGTTGGATGGAGAGAAAACAGAGAGAGAG GGTTAAATGAGGAGCAG CGT 101
rs2300717 ACGTTGGATGAGCATTATCTCCAAGGACAC ACGTTGGATGATGCACAGACATACCAAGGC GGCTAGGAAGTGGTTTCCTAT ACT 91
rs2300718 ACGTTGGATGAAGGACAAGCTCAGATCAAC ACGTTGGATGCAGGATCCTCACGGAAATAG TCCTTATGCTGTCTCCA ACT 91
rs2300719 ACGTTGGATGAAAAAGGGCTGAAGGCAGAG ACGTTGGATGGCTGACAACCAGAACTCAAG TGCTGTCCCAGTAATCC ACT 104
rs2300726 ACGTTGGATGCTTGGCCACCATGTCTTATG ACGTTGGATGGCAGAAAGCCATGGGATTTG ATGGGATTTGAATTCGCAGTGGTC ACT 95
rs2418054 ACGTTGGATGCAAAGATCATGAAGGTAGGTG ACGTTGGATGGTGTCTGTGAGTCATTGTCC TACTTTTCTTAATTATGGAATGAC ACT 119
rs2728827 ACGTTGGATGCATTTGGGATTGCAGAGACC ACGTTGGATGGCTGTACTGTAATGGAGCTG AACCATGAAAAATAAAAGCAC ACT 118
rs3782524 ACGTTGGATGCCTTATCTCTTCCTCATGCC ACGTTGGATGGGTTAAGCAAGCCAATCCAC AGCAAGCCAATCCACAGGATA ACT 99
rs3803101 ACGTTGGATGAATCCTTGCGCTGACCTTTG ACGTTGGATGCACACACACCTTTGGTTCTC CAAACGCACGCACGCTTCTTC ACT 102
rs3809202 ACGTTGGATGGTAACCAGCCAACTCTCTTC ACGTTGGATGTTATCCAAAGCCCAGGCAAG CCCAGGCAAGTAGGAAAAGC ACG 99
rs4762896 ACGTTGGATGAGTTAGTGACAGCTAATCCC ACGTTGGATGCACTGCCTTTGAAATGCTAAG CTTGAGAAGACTTCATCTTCGTT ACG 132
rs4762901 ACGTTGGATGTTAGTATCTTGAGGCTGAGG ACGTTGGATGTCTGTACCTTGCCTAAACCC CCTCACCAATACAATTCT ACT 86
rs704219 ACGTTGGATGTTCAGAACCTTCTGTGGTCC ACGTTGGATGGGCAGGCATGTAGATGTAAC GTAGATGTAACTGTGGTTATA ACT 100
rs7295402 ACGTTGGATGCCTGTCTTCAGCTAATGTCC ACGTTGGATGTGCCCTTTCCCATCTGTTAG GACTGGAGATGAAACAG ACT 95
rs7970824 ACGTTGGATGGTAGTTTGGGAAAAAGAGGG ACGTTGGATGCCAGTAAGGGTTAGTGATTG ACATAACTGTAGCATATTTTCTT ACT 160

Tab. 7.13.: Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs im ST8SIA1
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7.3.2. Verwendete Primer für die Sequenzierung

7.3.2.1. Verwendete Primer für die Sequenzierung des Exons 6 im PLAU

Gen: PLAU 1st Primer 2nd Primer AMP (bp)
Exon 6 AAGTGCGGCCTCTGGTTGAGT CTCCTGTGATGGAATAAGGGGACAT 92

Tab. 7.14.: Verwendete Primer für die Sequenzierung des Exons 6 im PLAU.

7.3.2.2. Verwendete Primer für die Sequenzierung des Exons 2 im ST8SIA1

Gen: ST8SIA1 1st Primer 2nd Primer AMP (bp)
Exon 2 AAGAAACCATACTGAAGGCAACCAA ACCCTGGAGATGCTATGCTTCTCT 314

Tab. 7.15.: Verwendete Primer für die Sequenzierung des Exons 2 im ST8SIA1.

7.3.2. Verwendete Primer für die RT-PCR

Gen: ST8SIA1 1st Primer 2nd Primer AMP (bp)_1 AMP (bp) mit Intron/ Introns
Produkt 1 (E1-E4) GCCGAATTATGCTGGGATTAGCTGTC TACCGGCTGCCCAACGAGAAAG 436 > 5000

Produkt 2 (E1-E3) TTGACGGCCACAGCCACTCTTC TACCGGCTGCCCAACGAGAAAG 321 > 5000

Produkt 3 (E2-E5) TGTCTTCATAGAAAAGGCAGGCATG AAACAAATGGAAGACTGCTGCGAC 444 > 5000

AMP (bp)_1 = Amplifikat ohne Introns
AMP (bp) mit Intron/ Introns = Amplifikat mit mindestens einem Intron
Tab. 7.16.: Verwendete Primer für die RT-PCR
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7.4. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1.: Vereinfachte Darstellung des gesunden (A) und von AD betroffenen (B) Neurons:

Kommunikation zwischen den Neurozellen im an AD betroffenen Gehirn wird durch die Aβ-

Plaques (lila dargestellte kugelförmige Ablagerungen außerhalb der Zelle) und neurofibrilläre

Tangles (bläulich dargestellte intrazelluläre Filamente) gestört. Die pathologischen

Ablagerungen führen zur Neurodegeneration, was den Zelltod und Hirnatrophie zur Folge hat

(Verdile G et al., 2004; Gomes-Ramos A et al., 2004; Garcia T et al., 2004).

Abbildung 1.2.: Zwei Möglichkeiten der proteolytischen Spaltung des APP: Der oben beschriebene

amyloidogene Weg führt durch die β- und γ- Sekretaseaktivität zur Aβ Freisetzung und damit

ermöglicht die Plaquesenstehung. Der nicht-amyloidogene (physiologische) Weg ist

charakterisiert durch die enzymatische Aktivität der α-Sekretase, die das APP mitten in der Aβ

Protein-Sequenz schneidet (Postina R et al., 2004) und dadurch die lösliche carboxyl-truncated

Form des APPs (APPsα) und APP C-Terminal Fragment α (APP-CTFα) freitsetzt. In dem

nächsten Schritt wird APP-CTFα durch die γ-Sekretase gespaltet und ein nicht-amyloidogenes

Fragment freigesetzt. Als α-Sekretase-Kandidatengene wurden ADAM 10, ADAM 17 und

MDC9 diskutiert (Postina R et al., 2004; Verdile G. et al, 2004). Der nicht-amyloidogene Weg

ist auch durch die Phosphorylierung mittels Protein Kinase C (PKC) möglich (Verdile G et al.,

2004). (Modifiziert nach Zheng H et Koo EH, 2006).

Abbildung 1.3.: Vereinfachte Darstellung der Aβ Degradation: Durch die Bindung des PLAU Proteins an

seinen Rezeptor PLAUR wird die Spaltung des Plasminogens aktiviert. Dabei entsteht die

Serinprotease Plasmin, welche in der Degradation der Aβ-Plaques aktiv involviert ist.

Abbildung 1.4.: Aktivität der CaMK2 während der Langzeitpotentierung in Post Synaptic Density (PSD):

Durch die Bindung des Glutamats an den NMDA Rezeptor löst sich Mg2+ von seiner

Bindungsstelle innerhalb des NMDA-Rezeptor und ermöglicht damit den Ca2+ Einstrom (1) in

die postsynaptische Zelle. Ca2+ ist ein intrazellulärer Botenstoff, der Calcium-bindendes

regulatorisches Protein Calmodulin (CaM) aktiviert (2). CaM, geladen mit vier Ca2+ Ionen,

bindet an CaMK2 (3). Dieses führt zur Autophosphorylierung der Kinase, was zur Folge eine

Ca2+-unabhängige Aktivität hat. Auf diese Weise aktivierte CaMK2 phopshoryliert weiterhin

NMDA (4), bzw. AMPA (5) Rezeptoren und ermöglicht den Einbau der AMPA Rezeptoren in

die Membrane des postsynaptischen Neurons (6). Somit spielt die CaMK2 die zentrale Rolle

bei der Depolarisierung der postsynaptischen Membrane und stellt das Schlüsselmolekül in der

Langzeitpotenzierung dar (Modifiziert nach Tomita S et al., 2005; Malenka RC et Nicoll RA,

1999).

Abbildung 1.5.: Der Biosyntheseweg der komplexen Ganglioside. Ganglioside sind Glykolipide deren

strukturelles Grundgerüst aus einem Ceramidkörper (besteht aus Aminodialkohol Sphingosin

und zwei Fettsäuren) und einem Oligosaccharid gebildet ist. Die Oligosaccharidkette enthält

Glucose, Galactose, N-Acetylgalactosamin und Sialinsäure (N-Acetylneuraminsäure). Ihre

Biosynthese fängt auf der zytosolischen Seite, wo die Übertragung des Glukoserestes auf

Ceramid durch das Enzym Glukosylceramid-Synthase (GlcCerS) katalysiert wird, an. Alle

http://de.wikipedia.org/wiki/Calcium
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
http://de.wikipedia.org/wiki/Sphingosin
http://www.bioc.unizh.ch/bipweb/lexikon/metaboliten/nacetylgalactosamin/nacetylgalactosamin.html
http://www.bioc.unizh.ch/bipweb/lexikon/metaboliten/nacetylneuraminsaeure/nacetylneuraminsaeure.html
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weiteren Schritte werden durch die Enzyme Galaktosylceramid-Transferasen (GalT),

Sialyltransferasen (SAT) und N-Acetylgalaktosamin-Transferase (GalNAcT) katalysiert und

erfolgen im Lumen des Golgi-Apparates. (Modifiziert nach Malisan F et Testi R, 2002).

Abbildung 2.1.: Schematische Darstellung der Mass Extension TM Reaktion. Diese Methode basiert auf der

Sangermethode, bei der ein Kettenabbruch durch Didesoxynukleotide erzeugt wird. Je nach

vorkommendem Allel entstehen Produkte, die sich in Länge und Masse unterscheiden. Diese

Unterschiede werden im Anschluss durch MALDI TOF Massenspektrometrie Analyse sichtbar

gemacht (SEQUENOM, hME, SpectroPREPTM User´s Guide, Version 1, February, 2001).

Abbildung 2.2.: Schematische Darstellung des Prinzips der MALDI TOF Massenspektrometrie nach Griffin TJ

et al. Durch das Verdampfen der Matrix mit Hilfe des Lasers wird das Oligonukleotid

beschleunigt und bewegt sich im feldfreien Flugrohr mit einer masse- und ladungsabhängigen

Geschwindigkeit auf einen Detektorschirm zu. Hier wurden die Abtrennung und die Detektion

von zwei Oligonukleotiden M1 und M2 mit verschiedenen Massen dargestellt.

Abbildung 2.3.: MALDI TOF MS Analyse der Primer-Extensions-Reaktion des SNPs rs4746154 [C/T] aus

dem CaMK2G Gen. A: zeigt den homozygoten Zustand des Allels T; B: zeigt den

homozygoten Zustand des Allels C und C: zeigt den heterozygoten Zustand. X Achse stellt die

Masse dar und die Y Achse die Intensität.

Abbildung 2.4.: MALDI TOF MS Analyse einer Multiplexreaktion von sieben genotypisierten biallelischen

SNPs: Das Massenspektrum zeigt die Analyse der Primer-Extensionsreaktion für die SNPs

rs7905574 [G/A] (rot markiert), rs2271271 [G/A] (grün markiert), rs2193179 [C/T] (dunkel

blau markiert), rs11000020 [G/A] (hell blau markiert), rs7899959 [G/A] (dunkel rot markiert),

rs10762483 [G/A] (hell grün markiert) und rs3809202 [G/A] (rosa markiert). Durch ein

Sternchen wird der Massenbereich markiert, in dem die jeweiligen nicht extendierten Primer

detektiert wurden. X Achse stellt die Masse dar und die Y Achse die Intensität des Signals.

Abbildung 2.5.: MALDI TOF MS Analyse der Extensionsprimer für PSAP rs1811087, CaMK2G rs7908825,

PSAP rs7912803, CaMK2G rs10824045, PSAP rs2854987, ST8SIA1 rs7970051, ST8SIA1

rs1012675, PSAP rs4747207, PSAP rs2854986, ST8SIA1 rs10492283, PSAP rs16913438.

Verwendet wurden gleiche Mengen jedes Primers. Auf der X Achse ist die Masse eingegeben

und auf der Y Achse die Intensität des Signals.

Abbildung 5.1.: Schematische Darstellung der genotypisierten Region auf dem Chromosom 10. Hier werden

nur polymorphe SNPs dargestellt.

Abbildung 5.2.: Schematische Darstellung des PLAU Gens. Auf der Abbildung sind die Exons mit grünen

Balken dargestellt. Der signifikante SNP rs2227564 wurde rot markiert, restliche polymorphe

SNPs schwarz und die monomorphen SNPs grau.

Abbildung 5.3.: LD-Struktur im PLAU. Quadrierte Korrelationskoeffizientwerte sind für jedes Paar von SNP

Loci mittels Softwarepaket Haploview berechnet und farbkodiert dargestellt: schwarz, hoher r²

Wert; weiß, niedriger r² Wert. Haplotyp-Blöcke, bezeichnet durch die hohe D’ Werte, sind

zugefügt.

Abbildung 5.4.: Drei-Locusanalyse von SNPs im PLAU.

Abbildung 5.5.: Sequenzierung des Exons 6 im PLAU. Zusätzliche funktionelle DNA Variation (C/T His 

Tyr) im Exon 6 wurde identifiziert.
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Abbildung 5.6.: Schematische Darstellung des CaMK2G Gens. Auf der Abbildung sind die Exons mit grünen

Balken dargestellt. Die rot markierten SNPs zeigten die stärksten Assoziationssignale.

Abbildung 5.7.: LD-Struktur im CaMK2G. Quadrierte Korrelationskoeffizientwerte sind für jedes Paar von

SNP Loci mittels Softwarepaket Haploview berechnet und farbkodiert dargestellt: schwarz,

hoher r² Wert; weiß, niedriger r² Wert. Haplotyp-Blöcke, bezeichnet durch die hohe D’ Werte,

sind zugefügt.

Abbildung 5.8.: Drei-Locusanalyse von SNPs im CaMK2G.

Abbildung 5.9.: Schematische Darstellung der VCL und AP3M1 Gene. Exonische Bereiche sind grün

dargestellt, polymorphe SNPs schwarz und monomorphe grau. SNPs die eine HWE

Abweichung zeigten sind hier nicht dargestellt.

Abbildung 5.10.:LD-Struktur in VCL und AP3M1. Quadrierte Korrelationskoeffizientwerte sind für jedes Paar

von SNP Loci mittels Softwarepaket Haploview berechnet und farbkodiert dargestellt:

schwarz, hoher r² Wert; weiß, niedriger r² Wert. Haplotyp-Blöcke, bezeichnet durch die hohe

D’ Werte, sind zugefügt.

Abbildung 5.11.: Drei-Locusanalyse von SNPs im VCL und AP3M1.

Abbildung 5.12. Die Streuung der Plaqueanzahl im Medial Temporal Gyrus (mit arithmetischem Mittel und

95% CI). Gruppierung mit der Probandenanzahl nach der An- (+) bzw. Abwesendheit (-) des

PLAU rs2227564 T Allels und des APOE ε4 Allels. Für die statistische Auswertung wurde

Two-sided Mann-Whitney U Test angewendet.

Abbildung 5.13.:Der Vergleich der Plaqueanzahl bei zwei Probanden mit (a) und ohne (b) rs2227564 T Allel.

APOE ε4 Allel war bei diesen nicht vorhanden. Bei der immunohistochemischen Methode

wurden Monoclonal β-Amyloid Antikörper (DAKO; 6F/3D; 1:100) und Peroxidase / DAB

verwendet. (Balken = 500 μm).

Abbildung 5.14.:Schematische Darstellung des ST8SIA1 Gens. Grüne Boxen stellen exonische Bereiche dar.

Die polymorphen SNPs wurden schwarz und rot markiert, wobei die roten eine starke

Signifikanz zeigten. Grau markierte SNPs waren monomorph. SNPs, die eine HWE

Abweichung zeigten, sind hier nicht dargestellt.

Abbildung 5.15.:LD-Struktur im ST8SIA1. Quadrierte Korrelationskoeffizientwerte sind für jedes Paar von SNP

Loci mittels Softwarepaket Haploview berechnet und farbkodiert dargestellt: schwarz, hoher r²

Wert; weiß, niedriger r² Wert. Haplotyp-Blöcke, bezeichnet durch die hohe D’ Werte, sind

zugefügt.

Abbildung 5.16.: Drei-Locusanalyse von SNPs im ST8SIA1.

Abbildung 5.17.:Sequenzierte Region auf dem Chromosom 12. Rote Box markiert das Seguenzierungsprodukt

und die grüne Box das Exon 2.

Abbildung 5.18.:Die Ampflizierungsprodukte der ST8SIA1 cDNA. Exonische Bereiche sind mit grünen und drei

erwartete amplifikate mit roten Balken dargestellt.

Abbildung 5.19.:Die Gelelekrtophorese der PCR Produkten: a) Das erwartete Produkt bei 440 bp (Exon 1- Exon

4) und ein zusätzliches Produkt bei ca. 330 bp und b) Das erwartete Produkt bei 440 bp (Exon

2- Exon 5) und ein zusätzliches Produkt bei ca. 330 bp.
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Abbildung 6.1.: Das alternative Spleißen des ST8SIA1 Genes. Die schwarzen Linien stellen das Transkript aller

Exons dar, die blauen Linien stellen die alternative Spleißversion ohne Exon 3 (EU041716)

dar.

Abbildung 6.2.: Transkript des ganzen ST8SIA1 Gens (a) und der alternativ gespleißten Variante (b). Durch die

Translation der ST8SIA1 mRNA entsteht Protein GD3 Synthase mir 356 Aminosäurenresten

(a). Durch das Rausspleißen von Exon 3 wird die mRNA in ein kürzeres Produkt (135

Aminosäurenresten) transkribiert (b). Die Veränderung, die durch das alternative Spleißen

entsteht, ist hier blau markiert. Stopp Kodons sind mit Sternchen (*) gekennzeichnet.

7.5. Tabellenverzeichnis

Tabelle 2.1.: Standardtemperaturprofil für die PCR: Schritte Denaturierung, Annealing und Elongation

wurden 45 Mal wiederholt (45 Zyklen). Annealing Temperatur wurde für jeden Assay

angepasst und lag zwischen 56°C und 60°C.

Tabelle 2.2.: Standard PCR Ansatz für 20μl.

Tabelle 2.3.: PCR Ansatz für ein Gesamtvolumen von 6l und 5l eingetrockneter DNA (1ng/l

eingetrocknet).

Tabelle 2.4.: Ansatz für die SAP-Reaktion (2 l pro Well).

Tabelle 2.5.: Reaktionsbedingungen für die SAP-Reaktion.

Tabelle 2.6.: Ansatz für die hME-Reaktion (2 l pro Well).

Tabelle 2.7.: Reaktionsbedingungen für die hME-Reaktion. Die Anzahl der Reaktionszyklen betrug 40.

Tabelle 2.8.: Standardprotokoll für die Sequenzierungsreaktion.

Tabelle 2.9.: Temperaturbedingungen für die Sequenzierungsreaktion.

Tabelle 2.10.: Ansatz für die cDNA Synthese.

Tabelle 2.11.: Temperaturbedingungen für die cDNA Synthese (Fermantas GmbH, St. Leon-Rot, D).

Tabelle 2.12.: Temperaturbedingungen für die One-Step RT-PCR.

Tabelle 3.1.: Liste der verwendeten Geräte und deren Herstellern.

Tabelle 3.2.: Liste der verwendeten Materialien, deren Herstellern und der eingesetzten Methoden.

Tabelle 3.3.: Liste der verwendeten Enzyme und deren Herstellern.

Tabelle 4.1.: Die beteiligten Kliniken an der Geschwisterpaarstudie.

Tabelle 5.1.: Ausgewählte SNPs auf dem Ch10. Monomorphe SNPs sind grau markiert. SNPs rs2227579,

rs2633323 und rs2688611 wurden keine ausreichende Genotypisierungseffizienz erzielt und

deshalb wurden sie aus den sich anschließenden statistischen Tests ausgeschlossen.

Tabelle 5.2.: Ergebnisse des Allelischen Tests (Logistische Regression mit Kovariaten Erkrankungsalter

(Age of Onset) und Geschlecht) für das PLAU Gen. Die statistische Analyse wurde für das

gesamte Kollektiv, EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt. OR mit 95% CI wurde für

signifikante SNPs dargestellt. Ergebnisse, die nach der Korrektur für multiples Testen eine

statistisch signifikante Assoziation mit AD zeigten, wurden kursiv dargestellt.
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Tabelle 5.3.: Haplotypberechnung für PLAU. Adjustierte p-Werte nach Bonferroni: siehe Werte in

Klammer.

Tabelle 5.4.: Repliktionsergebnisse für PLAU SNP rs2227564 aus unabhängigen Studien (n.s. = nicht

signifikant).

Tabelle 5.5.: Ergebnisse des Allelischen Tests (Logistische Regression mit Kovariaten Erkrankungsalter

(Age of Onset) und Geschlecht) für das CaMK2G Gen. Die statistische Analyse wurde für das

gesamte Kollektiv, EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt. OR mit 95% CI wurde für

signifikante SNPs dargestellt. Ergebnisse, die nach der Korrektur für multiples Testen eine

statistisch signifikante Assoziation mit AD zeigten, wurden kursiv dargestellt.

Tabelle 5.6.: Haplotypberechnung für CaMK2G. Adjustierte p-Werte nach Bonferroni: siehe Werte in

Klammer.

Tabelle 5.7.: Ergebnisse des Genotyptests für CaMK2G. Die statistische Analyse wurde für das gesamte

Kollektiv, EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt. Für jeden SNP wurden drei

statistische Modelle durchgeführt: Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und

Dominantes Modell für Major Allel. Ergebnisse, die nach der Korrektur für multiples Testen

eine signifikante Assoziation mit AD aufweisen, wurden kursiv dargestellt.

Tabelle 5.8.a: Repliktionsergebnisse für CaMK2G SNP rs4114992 aus der schwedischen Studie. Bei der

statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt: Additives Modell,

Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte

sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).

Tabelle 5.8.b: Repliktionsergebnisse für CaMK2G SNP rs10458656 aus der schwedischen Studie. Bei der

statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt: Additives Modell,

Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte

sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).

Tabelle 5.8.c: Repliktionsergebnisse für CaMK2G SNP rs4746154 aus der schwedischen Studie. Bei der

statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt: Additives Modell,

Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte

sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).

Tabelle 5.8.d: Repliktionsergebnisse für CaMK2G SNP rs2688625 aus der schwedischen Studie. Bei der

statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt: Additives Modell,

Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte

sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).

Tabelle 5.8.e: Repliktionsergebnisse für CaMK2G SNP rs2675671 aus der schwedischen Studie. Bei der

statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt: Additives Modell,

Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte

sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).

Tabelle 5.8.f: Repliktionsergebnisse für CaMK2G SNP rs2675668 aus der schwedischen Studie. Bei der

statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt: Additives Modell,

Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte

sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).
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Tabelle 5.9.: Ergebnisse des Allelischen Tests (Logistische Regression mit Kovariaten Erkrankungsalter

(Age of Onset) und Geschlecht) für die VCL und AP3M1 Gene. Die statistische Analyse wurde

für das gesamte Kollektiv, EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt.

Tabelle 5.10.: Haplotypberechnung für VCL und AP3M1. Adjustierte p-Werte nach Bonferroni: siehe Werte

in Klammer.

Tabelle 5.11.: Ergebnisse des Genotyptests für VCL und AP3M1. Die statistische Analyse wurde für das

gesamte Kollektiv, EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt. Für jeden SNP wurden drei

statistische Modelle durchgeführt: Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und

Dominantes Modell für Major Allel.

Tabelle 5.12.: Die Plaqueanzahl in den analysierten Hirnsamples. Die analysierten Hirnsamples wurden

abhängig von der An- (+) bzw. Abwesendheit (-) des APOE ε4 Allels und des PLAU

rs2227564 T Allels in vier Gruppen unterteilt. Neben der Plaqueanzahl wurden hier für jede

Gruppe Anzahl der analysierten Hirne, sowie die Geschlechtsverteilung, das Todesalter und die

Dauer der Krankheit angegeben. Die Genotypisierung der Hirnsamples erfolgte mittels

Restriktionsenzymen.

Tabelle 5.13.: Die ausgewählten SNPs auf dem Ch12. Die monomorphen SNPs im Münchner Kollektiv sind

grau markiert.

Tabelle 5.14.: Ergebnisse des Allelischen Tests (Logistische Regression mit Kovariaten Erkrankungsalter

(Age of Onset) und Geschlecht) für das ST8SIA1 Gen. Die statistische Analyse wurde für das

gesamte Kollektiv, EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt. OR mit 95% CI wurde für

signifikante SNPs dargestellt.

Tabelle 5.15.: Haplotypberechnung für ST8SIA1. Adjustierte p-Werte nach Bonferroni: siehe Werte in

Klammer.

Tabelle 5.16.: Ergebnisse des Genotyptests für ST8SIA1. Die statistische Analyse wurde für das gesamte

Kollektiv, EOAD- und LOAD- Subgruppen durchgeführt. Für jeden SNP wurden drei

statistische Modelle durchgeführt: Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und

Dominantes Modell für Major Allel.

Tabelle 5.17.a: Repliktionsergebnisse für ST8SIA1 SNP rs2300719 aus der schwedischen Studie. Bei der

statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt: Additives Modell,

Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte

sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).

Tabelle 5.17.b: Repliktionsergebnisse für ST8SIA1 SNP rs3782524 aus der schwedischen Studie. Bei der

statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt: Additives Modell,

Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte

sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).

Tabelle 5.17.c: Repliktionsergebnisse für ST8SIA1 SNP rs12099876 aus der schwedischen und australischen

Studien. Bei der statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt:

Additives Modell, Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel.

Einzelne Werte sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).



7. Anhang

141

Tabelle 5.17.d: Repliktionsergebnisse für ST8SIA1 SNP rs1861606 aus der schwedischen Studie. Bei der

statistischen Auswertung der Genotypen wurden drei Modelle durchgeführt: Additives Modell,

Rezessives Modell für Major Allel und Dominantes Modell für Major Allel. Einzelne Werte

sind duch Querstriche getrennt. (GeKo = gesamtes Kollektiv).

Tabelle 7.1: AD Diagnostik nach CERAD Kriterien: Die Dichte neuritischer Plaques wird als gering, mäßig

oder hoch bewertet. Diese Dichte wird in einen altersbezogenen Plaquescore konvertiert und

als CERAD 0, A, B oder C angegeben. (0 = kein histologischer Hinweis auf AD, A = unsichere

hist. Hinweise auf DA, B = hist. Hinweise auf DA und C = klarer Hinweis auf DA).

Tabelle 7.2.: Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse für PLAU.

Tabelle 7.3.: Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse für CaMK2G.

Tabelle 7.4.: Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse für VCL und AP3M1.

Tabelle 7.5.: Ergebnisse der Dreilocushaplotypenanalyse für ST8SIA1.

Tabelle 7.6.: Verwendete Primer für die Genotypisierung der SNPs in der intergenischen KIAA0913,

NDST2/CaMK2G Region.
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